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0050/050061 
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Priority date: 

17 June 1999 (17.06.99) 
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RADEMACHER, Wilhelm et al 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 

26 August 2000 (26.08.00) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 

j I was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer: 

J. Zahra 

Telephone No.: (41-22)338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



3735033 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAIRENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

0050/050061 


WEITERES siehe MItteilung uber die Ubermittlung des intemationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/ 05258 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

07/06/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

17/06/1999 


AnmeMer 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et a1 . 



Dieser internationate Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehdrde ersteitt und wird dem Anmelder gemdB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

|X) Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik t^eL 



1 . Grundlage des Berlchts 

a. Hinsk:htlich der Spreche ist die internationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



b. 



2. 
3. 

4. 



Die internationale Recherche Ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

HInsichtllch der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosduresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I I in der intemationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zussunmen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtr^glich in schrlftlicher Form eingereicht worden ist. 
t>ei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
Intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form ertaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestlmmte AnsprQche haben sich als nIcht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde EInheltllchlwIt der Erflndung (siehe Feld II). 



□ 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



5. 



6. 



Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

I I wird der vom Anmelder eingerefchte Wortlaut genehmigt. 
pT] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 

VERFAHREN ZUR ERHOHUNG VOM GEHALT AN FLAVONOIDEN UND PHENOLISCHEN INHALTS- 
STOFFEN IN PFLANZEN 

Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Beh6rde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 

I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] 
I I well der AnmekJer selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
I I well diese Abbildung die Eifindung besser kennzeichnet 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER HhERCHENBERICHT 



Intd^^les Aktenzelehon 

PCT/EP 00/05258 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 A01N37/42 



Nach der Intemationalen PatentMassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystenn und Klassifikationssyniboie ) 

IPK 7 AOIN 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Ver5ffent)k;hungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , MPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BIOSIS 



C. ALS WESENTtlCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie** Bezeichnung der Veroffentllchung, soweit erfordei1k;h unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspaich Nr. 



ROEMMELT, S. ET AL: "Effects of 
prohexadi one-Ca on the flavonold 
metabolism of apple respect to plant 
resistance against fire blight" 
ACTA HORTIC. (1999), 489(EIGHTH 
INTERNATIONAL WORKSHOP ON FIRE BLIGHT, 

Seiten 359-363, XP000917326 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



1-6 



19, 



RADEMACHER, 
gibberel 1 in 
a new plant 
interesting 
RIKEN REV., 
Nr. 21, April 1999 
11-12, XP000917297 
das ganze Dokument 



WILHELM: "Inhibitors of 
biosynthesis: Prohexadi one-Ca, 
grow regulator for apple with 
biochemical features" 



(1999-04), Seiten 



1-6 



-/-- 



Weitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeidedatum verdffentlicht worden ist 

"L' Veroffentllchung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspnjch zweifelhaft er- 
scheinen zu tassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffenttichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund artgegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentllchung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maf3nahmen t^ezieht 

"P" Veroffentllchung, die vor dem intemationalen Anmeidedatum, aber nach 
dem beanspfijchten Prioritatsdatum veroffentficht worden ist 



T" Spatere Verdffentlichung, die nach dem intennationalen Anmeidedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffenttichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentltehung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffenttichung von t>esonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend t>etrachtet 
werden, wenn die Veroffentllchung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verfaindung gebracht wird und 
diese Vertslndung fOr einen Facnmann naheliegend Ist 

"&" Veroffenttfchung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



8. August 2000 



Absendedatum des intemationaien Recherchenberichts 



23/08/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. {-fOI -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+01-70)340-^16 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Bertrand, F 



FormtHatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Jul! 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER 



ERCHENBERICHT 



fiales Aktenzelchen 

PCT/EP 00/05258 



C.(Fbrtaetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderllch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Ansprtich Nr. 



EP 0 598 404 A (KUMIAI CHEMICAL INDUSTRY 
CO) 25. Mai 1994 (1994-05-25) 
das ganze Dokument 

FR 2 767 533 A (PASQUALE GERARD DI) 
26. Februar 1999 (1999-02-26) 
das ganze Dokument 
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Fbrmblatt PCT/ISA/210 (Fbrtsetzung von Blatt 2) ( Juli 1 992) 



Selte 2 von 2 



INTERr^pONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family memlMfs 



nal Application No 

PCT/EP 00/05258 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
meml3er(s) 


Publication 
date 


EP 0598404 A 


25-05-1994 


JP 


6157209 


A 


03-06-1994 






AT 


169178 


T 
1 


15-0o-199o 






BR 


9304763 


A 


24-05-1994 






CA 


2103093 


A 


OA AC 1 t\r\A 

20-05-1994 






CN 


1086955 


A 


O C AC 1 t\r\A 

25-05-1994 






DE 


69320148 


0 


10-09-1998 






DE 


69320148 


T 


1 A 1 O 1 AAO 

10-12-1998 






ES 


2119849 


T 


lo-io-iyyo 






KR 


172618 


B 








LT 


1453 


A,B 


15-06-1994 






RU 


2129370 


C 


27-04-1999 






US 


5436225 


A 


25-07-1995 






US 


5510321 


A 


23-04-1996 



FR 2767533 A 26-02-1999 NONE 



Form PCT/ISA^IO (patent family annex) (July 1992) 



VERTRAG UBER DIE INIERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absenden INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 



BASF AKTIENGESELLSCHAFT 
67056 Ludwigshafen 
GERMANY 



Patente, Marken u. LizesTzsn i 

2 t mG. 2! 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel44.1 PCT) 



Absendedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 



23/08/2000 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

0050/050061 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Internationales Aktenzeichen / 

PCT/EP 00/05258^ 



Internationaies Annneldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 07/06/2000 



Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al 



^ • 5] Anmelder wird mitgetellt, da3 der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde und Ihm hiermit Qbenmittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikef 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betr^gt ubiicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungeh auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Euro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-1211 Genf 20. 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere IHinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mitgeteilt, da3 kein international er Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 1 7(2)a) iibermitlelt wird. 

3. j I HInsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
' — ' dem Anmelder mitgeteilt, da6 

I I der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Obermittlung des Wortlauts sowohl des 
' — ' Widerspruchs als auch der Entscheidung hierQber an die BestimmungsSmter dem Internationalen Euro ubermittelt worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrlchtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

4. Wei teres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seitdem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Euro veroffent- 
licht. wni der Anmelder die Verfiffentlichung verhindern Oder auf einen spelteren Zeitpunkt verschieben, so muB gemSB Regel 90 II 
bzw. 9(r^.Z vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fiir die Internationale Ver6ffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen BOro eingehen. 

Innerhalb von 19 IVIonaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlSufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Priori tatsdatum (in manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mOchte. 

. Innerhalb von 20 Monaten seit dem PrroritStsdatum muB der Anmelder die fiir den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgew^hlt wurden oder nicht ausgewahit werden konnten, da fur sie 
Kapitel 11 des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehQrde 
Europaisches Patentamt, P.E. 581 8 Patenttaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 




Bevollmachtigter Bediensteter 

Heike Zoglauer 



Formblatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Diese Anmerkungen aollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemSQ Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernisse des Vertrags Gber die intemationaJe Zusammenarbeik auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der AusfQhrungs* 
ordnung und der Veiwaltungsrichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwiachen diesen Anmerkungen und 
obengonannton Texten sind letztero maflgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fOr Anmelder, einer Verdffentiichung der 
WlPO, ZU errtnehmen. 

Die In diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe "Artikel*, "Regel* und "Abschnitt" beziehen sich jeweiis auf die Bestimmungen des 
PCT-VertragS| der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien, 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel 19 

Nach Ertiait de3 intemationalen Recherchenberichts hat der Anmelder die M6glichkeit, einmal die AnsprQche der intemationaien 
Anmeldung zu andem. Es ist jedooh zu betonen. da6, da alle Telle der intemationalen Anmeldung (AnaprOche, Beschreibung und 
Zeichnunoen) wShrend des intemationalen vorlflufigen PrQfungsverfahrens ge^ndert werden kdnnen. norniaJen^felse keine Notwendigkeit 
besteht, AfKterungen der AnsprQche nach AitikeJ 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecka eines vofi&jfigen 
Schutzes die Veraffentlichung dieser Anspruche wanscht oder ein anderer Grund fOr eine Anderung der AnsprQche vor ihrer intematrona- 
len Verdffentlichung voriiegt. Weitertiin ist zu beachten, daB ein vodduftger Sdiutz nur in einigen Staflden ertidJtlich ist. 



Welcha Telle der intemationaien Anmeldung kdnnen geSndert werden? 
Im Rahmen von Artikel 19 kdnnen nur die AnsprQche gedndert werden. 

In der intemationalen Phase kdnnen die AnaprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen voriAufigen PrOfung beauf- 
tragten Behdrde gedndert (oder nochmals ge&idert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen kdnnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationaien vortAufigen Prafung tseauftragten Behdrde gedndert werden. 

Beim Eintritt in die nattonaie Phase kOnnen alle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geflndert werden. 



Bis wann sind Anderungen eInzurelcHen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Obermittlung des intemationalen Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spAter ablAuft. Die Anderungen geften jedooh als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Intemationalen BQro nach Ablaut der maBgebenden Frist, aber noch vor AbachluB der technischen Vorbereitungen fQr die 
Internationale VeFdffentltchung (Regel 46.1 ) zugehen. 



Wo sind die Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen kdnnen nur beim Intemationalen BQro, nicht aber beim Anmekieamt oder der lntematk>nalen Recherchenbehfirde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf intemattonale voriaufige PrOfung eingereicht wurdeMird, siehe unten. 



In welcher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprQche, durch HinzufQgung eines oder mehrerer 
neuer AnspnQche oder durch Anderung des Worllauts eines oder mehrerer AnsprQche in der eingereichten Fassung. 

FOr jedes Anapruchsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprQnglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle AnsprQche, cfie aut einem Eraatzblatt erscheinen, sind mit arablschen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen AnsprQche nicht neu numertert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprQche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsriohtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind In der Sprache abzufassen, In der dielntematlonale Anmeldung verikffentticht wifd. 



Welche tlnteHagen sind den Anderungen beizufOgen? 
BegleltSGhraiben (Absdinttt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreitsen einzureichen. 

Das Begteitschreiben wlrd nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geSnderten AnsprQchen ver6ffentlicht. Es 
ist nicht zu vemvechseln mil der "EridArung nach Artikel 1 9(1 )• (siehe unten, "Erkifirung nach Artikel 1 9 (1 )*). 

Oas Begleltschrelben ist nach Wahl des Anmeiders In engllscher Oder franzdsischer Sprache abzufassen. Bel engltschspra- 
ctilgen Intemationalen Anmeldungen Ist das Begleltschrelben aber ebenfalis In englisctier, bel franzdalschspraehlgen Inter- 
natlonalen Anmeldungen in franzdslscher Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Fomfiblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1 ) (Januar 1994) 



1 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



Im Begleitachreibsn sind die Unterschlede zwischon den AnsprOchen in der ©ingereichten Fassung und don gedndertan AnsprOchen 
anzugeben. So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der intemationalen Annneldung anzugeben (gleichlautende Angaben 2U 
verschiedenen Ansphichen kdnnen zusammengefaRt werden), ob 

i) dar Anspruch unverdndert ist; 

ii) dar Anspruch gestrichen wordan ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch einen oder mehrere AnsprOche in dar eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Tailung einas Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOckzufQhren ist 



Im folgenden sInd Beispieie angegeben, wie Andeningen im Begleltshreiben zu erldutem sind: 

1. (Wenn ansteile von ursprunglich 48 Anspruchen nach der Anderung einiger AnsprOche 51 AnsprOche axistieren]: 

•Die Ansprtich© 1 bis 29, 31. 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte AnsprOche gleicher Numeriemng ersetzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unver&ndert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefugt" 

2. (Wenn ansteile von ursprOngiich 1 5 AnsprOchen nach dar Anderung aller AnsprOche 1 1 AnsprOche existleren]: 
'Gednderte AnsprOche 1 bis 11 tretan andie Stelle der AnsprOche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprOngiich 1 4 AnsprOche existlerten und die Anderungen darin bestehen, daB einige AnsprOche geatrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugefOgt werdenj: 

AnsprOche 1 bis 6 und 1 4 unverflndert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 1 7 hinzugelOgt."Oder" An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15. 16 und 17 hinzugefOgt; aite Obrigen ArreprOche unverdndert * 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefOhrt werden]: 

•AnsprOche 1-10 unverdndert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geinderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 17 In ge^derte AnsprOche 15, 16 und 17 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt.* 

"ErkUlrung nach Artlkel 19(1)" (Ragel 46.4) 

Den Anderungen kann eine ErWarung beigefOgt werden, mit der die Anderungen erldutert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreifaung und die Zeichnungen dargeiegt werden (die nicht nach Artikei 19 (1) geAndert werden kdnnen). 

Die Erklarung wird zusammen mit der intemationalen Anmeldung.und den ge&iderien AnsprOchen verdffentlicht. 
Sla Ist in der Sprache abzufassen, in dar die intemationalen Anmeldung verftffbntileht wIrd. 

Sie mu0 kurz gehalten sein und darf , wenn in ersgltscher Sprache abgefafit oder ins Englische Obersetzt, nicht mehr ais 500 
Wdrter umf assen 

Die ErklSmng ist nicht zu verwechsein mit dem Bogleitschreiljen, das auf die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den gednderten AnsprOchen hinwetst, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf ainem gesondarten Blatt 
einzureichen und in der Oberschrift als seiche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "ErMfirving nach Artikal 19 (1)". 

Die Erki&rung darf keine harabsetzendan AuSarungen Oberden Intemationalen Recherchenbericht oder die Badeutung von in dam 
Bericht angefOhrten Verdffentlichungen enthalten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefOhrte VerOffentBchun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 



Auswirkungen eines beraits gestelltan Antrags mif intemationalavoriSuffge PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Andeaingen nach Artikei 19 bereits ein Antrag auf intematk>nale voriAufige PrOfung 
gesteilt werden, so soHt© dor Anmeider in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intematbn alen 
BOro auch ©ine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen vorlflufigen PrOfung beauftragen Bahdrde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), ereler SaU), 



Auswirkungen von Anderungen hinsichtlieh der Obersetzung derintemationalen AnmeMung beim EIntrItt in die 
natlonaie Phase 

Der Anmeider wird darauf hingewiesen, da6 bet Eintritt in die nationals Phase mdglbhenweise anstatt oder zusdtzlksh zu der Ober- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung eine Obersetzung der nach Artikei 19 geAnderten AnsprOche an die 
bestimmten/ausgewdhlten Amter zu Obermittein ist. 

NAhere Einzelheiten Ober die Erfbrdemissa jedes bestimmten/ausgewdhlten Amts sind Band II des PCT-Leitfadans fOr Anmeider 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



VERTRAG UBER DIE IN?«ERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwatts 

0050/050061 



WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05258 



Internationales Anmeldedatum 

fr ag/Monat/Jahr) 

07/06/2000 



(FrOhestes) Priorltatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

17/06/1999 



Anmelder 



BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaQ 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro Qbermittelt 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

Pn DarQber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 

1. Grundlagedes Berichts 

a. Hinsichtfich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefOhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt ntchts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Beh6rde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefOhrt worden. 

b, Hinsichtiich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminos3uresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefOhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist, 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtrSglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

I I Die Erklarung, da8 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Mangelnde Einheitlichkelt der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtiich der Bezeichnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
pr[ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 

VERFAHREN ZUR ERHOHUNG VOM GEHALT AN FLAVONOIDEN UND PHENOLISCHEN INHALTS- 
STOFFEN IN PFLANZEN 



5. Hinsichtiich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

, , wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) In der in Feld III angegebenen Fassung von der Behfirde festgesetzt. Der 

I ] Anmelder kann der BehcJrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. 

I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I [ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



internationaleIVecherchenbericht 



Internatlonafes Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05258 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 A01N37/42 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 AGIN 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gahdrende Verdtfentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalan Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evtl. venwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BIOSIS 



C. ALS WESEN71.ICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle* 


Bezeichnung der Verdffentllchung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


ROEMMELT, S. ET AL: "Effects of 


1-6 




prohexadlone-Ca on the flavonoid 






metabolism of apple respect to plant 






resistance against fire blight" 






ACTA HORTIC. (1999), 489( EIGHTH 






INTERNATIONAL WORKSHOP ON FIRE BLIGHT, 19, 






Seiten 359-363, XP000917326 






in der Anmeldung erwahnt 






das ganze Dokument 




X 


RADEMACHER, WILHELM: "Inhibitors of 


1-6 




gibberellin biosynthesis: Prohexadione-Ca, 






a new plant grow regulator for apple with 






interesting biochemical features" 






RIKEN REV., 






Nr. 21, April 1999 (1999-04), Seiten 






11-12, XP000917297 






das ganze Dokument 






-/-- 





)( I Weltere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Verdffentllchung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu iassen, Oder durch die das Verdffentlrchungsdatum einer 
anderen Im Recherchenbericht genannten Veroffentllchung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentllchung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere Mal3nahmen bezieht 
"P" Veroffentllchung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspmchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



'T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden Ist und mit der 
Anmeldung nicht kollldlert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Ertindung zugrundellegenden Prinzips oder der Ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verdffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erflnderischer Tatigkelt beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
. kann nicht als auf erflnderischer Tatigkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit eIner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie In Verblndung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahellegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

8, August 2000 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

23/08/2000 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Bertrand, F 



Fomiblatt PCT/ISA/21 0 (Blatt 2) (Jul! 1 992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALE 



CHERCHENBERICHT 



Irit^nationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05258 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katdgoria*' Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 598 404 A (KUMIAI CHEMICAL INDUSTRY 
CO) 25. Mai 1994 (1994-05-25) 
das ganze Dokument 

FR 2 767 533 A (PASQUALE GERARD DI) 
26. Februar 1999 (1999-02-26) 
das ganze Dokument 



1-6 



1-6 



Formblan PCT/iSA/210 (Fortselzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALERlUbHERCHENBERtCHT 

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur seiben Patentfa^ilie gehdrdn 



InTSrnationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05258 



Im Recherchenbericht 
driQGfuhrtes Patentdokument 


Datum der 
VerGffGntllchung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 

\/proffpntli<^hi i nn 

V <7l \Jt Id 1 III V,/! 1 U 1 l(J 


EP 0598404 A 


25-05-1994 


JP 


6157209 


A 


03-06-1994 






AT 


169178 


T 


15-08-1998 






BR 


9304763 


A 


24-05-1994 






CA 


2103093 


A 


20-05-1994 






CN 


1086955 


A 


25-05-1994 






DE 


69320148 


D 


10-09-1998 






DE 


69320148 


T 


10-12-1998 






ES 


2119849 


T 


16-10-1998 






KR 


172618 


B 


01-02-1999 






LT 


1453 


A,B 


15-06-1994 






RU 


2129370 


C 








US 


5436225 


A 


, 25-07-1995 






US 


5510321 


A 


23-04-1996 


FR 2767533 A 


26-02-1999 


KEINE 







Formblatt PCT/ISA/21 0 ( Anhang Pat6ntfamaie)(Jufl 1992) 



PATENT COOPERATION Tl 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



'=1 



Applicant's or agent's file reference 
0050/050061 


irnn itttdxhitd Ar-xiOM Notification of Transmittal of International 
UK f UK I HI1.K AC 1 lUfN preliminary Examination Report (Form PCT/IPE A/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EPOO/05258 


International filing date (day/month/year) 
07 June 2000 (07.06.00) 


Priority date {day/month/year) 

17 June 1999(17.06.99) 


Iniemational Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
AGIN 37/42 


Applicant 


BASF AKTIENGESELLSCHAFT 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

26 August 2000 (26.08.00) 


Date of completion of this report 

11 April 2001 (11.04.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



• < 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


^^mational application No. 

PCT/EPOO/05258 


1. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been jurnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.)'. 


[ 1 the international application as originally filed. 








SF^ the description, pages 1-13 


, as originally filed. 






pages 


, filed with the demand, 






pages 


, filed with the letter of - 






pages 


- filed with the letter of 






1^ the claims, Nos. 

Nos. 


, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 




Nos. 


, filed with the demand. 






Nos. 1-6 


, filed with the letter of 


09 March 2001 r09.03.200n 




Nos. 


, filed with the letter of 




I 


the drawings, sheets/fig 1/4-4/4 


, as originally filed, 






sheets/fig 


, filed with the demand. 






sheets/fig 


, filed with the letter of 






sheets/fig 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 








1 1 the description, pages 








1 1 the claims, Nos. 








1 1 the drawings, sheets/fig 








This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 







Form PCT/lPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 





^^Htional application No. 
PCT/EP 00/05258 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which fiave been fianished to the receiving Office in response to an invitation 
unc^r Article 14 are referred to in tliis report as ''originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments. »: 



The documents cited in this report are numbered in the 
order of their appearance in the international search 
report . 

The amendments submitted with the telefax of 9 March 2001 
comply with PCT Article 34(2) and hence are admissible. 

Although Dl was published between the priority date and 
the date of application, Dl complies with the contents of 
a lecture mentioned in the application (see page 5, 
lines 42-44) which was given before the priority date. 
Thus Dl is part of the prior art according to PCT Rule 
64 . 1-64 .3. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (Januao' 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



laiional application No. 
PCT/EP 00/05258 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



I - Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-6 



1-6 



1-6 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

The present invention concerns a process for increasing 
the flavonoid content in certain plants, the use of these 
plants, and the agents that can be thereby produced. 



Dl describes consequences, especially for flavonoids, of 
the treatment of apple with prohexadione-Ca : the 
corresponding content increases, A similar teaching 
results from D2 . D3 describes compounds according to a 
formula that comprises the present Formula (I) for 
regulation of plant growth. 



As the applicant has remarked in the present description, 
flavonoids are of particular interest in the health field, 
for instance. Additionally, it is common to extract 
flavonoids from plants or to use plant extracts containing 
said flavonoids (see D4, for example) . It is highly 
improbable that the effect achieved using 
acylcyclohexadiones could only be obtained with apples. 
Therefore, a person skilled in the art would have expected 
that effect with other plants as well or would have at 
least been prompted to carry out corresponding trials. 

Hence, the present application satisfies the criteria 
cited in PCT Article 33(2) because the subject matter of 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January' 1994) ~ ' ' ' 



# 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



[ational application No. 
PCT/EP 00/05258 



Claims 1-6 is novel in light of the prior art as defined 
in the Regulations (PCT Rule 64.1-64.3). Nonetheless, the 
present application does not satisfy the requirement cited 
in PCT Article 33(3) because the subject matter of 
Claims 1-6 does not involve an inventive step (PCT 
Rule 65.1-65.2). The present application satisfies the 
criterion cited in PCT Article 33(4) because the subject 
matter of Claims 1-6 is considered to be industrially 
applicable . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELlWlNARY EXAMINATION REPORT 



^^Hitional application No. 
PCT/EP 00/05258 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

There is an obvious error in Formula (I) throughout the 
application. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (Januar>' 1994) 



VERTRAG UBER DUPINTERNATIONALE ZUSAM 

. GEBIET DES PATENTWESENS 



ARBEIT AUF DEM 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artlkel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwafts 
0050/050061 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Obersendung des intemationalen 
vorfaufigen PrQfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/05258 



Internationales Anmeldedatum^a0*^ona£</a/7r; 
07/06/2000 



Prforftatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
17/06/1999 



Internationale PatentWassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A01 N37/42 



Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gem§B Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blotter einschlieBlicli dieses Deckblatts. 

IS AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericlit zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punklen: 

I ^ Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Kelne Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkert und gewerblfche Anwendbarkert 

IV □ Mangelnde EInheitlichkelt der Erfindung 

V S BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinstchtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatlgkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkelt; Unterlagen und ErWarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII S Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einrelchung des Antrags 



26/08/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

1 1 .04.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlSufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Bertrand, F 

Tel. Nr. +49 89 2399 8606 



^1 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/05258 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmefdeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts a/s "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefu0, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70,17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-13 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-6 mit Telefax vom 09/03/2001 ^ 



Zeichnungen, Blatter: 

1/4^/4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde In der Sprache, In der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der intemationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Infomriationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefalten: 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/05258 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Berlcht ist ohne Berucksichtlgung (von einlgen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen GrQnden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingerelchten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbfatter, die sofche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 fiinzuweisen;sie sind diesem Benefit 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkelt; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -6 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-6 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -6 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, dafB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufwelst: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzelchen PCT/EPOO/05258 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT ^ 



Zu Punkt I 

Grundlage des Berichts 

Die in diesem Bescheid zitierten Dokumente werden in derselben Reihenfolge numeriert 
wie sie im intemationalein Recherchenbericht erscheinen. 

Die mit Telefax vom 09.03.2001 eingereichten Anderungen verstoBen nicht gegen Artikel 
34(2)PCT und sind daher zulassig. 

D1 wurde zwar zwischen dem Prioritatsdatum und denn Anmeidedatum veroffentlicht, 
jedoch entspricht 01 dem Inhalt eines in der Anmeldung (siehe Seite 5, Zeilen 42-44) 
enA^ahnten Vortrag, der vor denn Prioritatsdatum statt gefunden hat. D1 gehorl somit zum 
Stand der Technik gemaB Regel 64.1-64.3 PCT. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Die vorliegende Erfindung betrlfft ein Verfahren zur Erhdhung des Gehalts an Fiavonoiden 
in bestimmten Pflanzen, die Verwendung dieser Pflanzen sowie die Mittel die dadurch 
hergestellt werden konnen. 

D1 beschreibt Folgen der Behandlung von Apfei mit Prohexadione-Ca besonders auf 
Flavonoide: eine Erhdhung des entsprechenden Gehalts wird festgestellt. Eine ahnliche 
Lehre ergibt sich aus D2. D3 beschreibt Verbindungen gemafB einer Formel, die die 
vorliegende Formel (I) umfaBt, zur Pflanzenwachstumsregulierung. 

Wie es der Anmeider selbst in der vorliegenden Beschreibung bemerkt, sind Flavonoide 
Z.B. im Bereich der Gesundheit von besonderem Interesse. Es ist andererseits ubiich diese 
Flavonoide aus Pflanzen zu gewinnen, oder Pflanzenextrakte zu verwenden, die diese 
Flavonoide enthalten (siehe z.B. D4). Es ist kaum glaubhaft, daB der durch die 
Verwendung von Acylcycloexadionen erzielte Effekt ausschlieBlich auf Apfel ausgeubt sein 
kann. Deshalb hatte der Fachmann diesen Effekt auch bei anderen Pflanzen erwartet oder 
hatte zumlndest einen AnIaB gehabt, die entsprechende Versuche auszufuhren. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzelchen PCT/EPOO/05258 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Somit erfullt die vorliegende Anmeldung das in Artlkel 33(2) PCT genannte Kriterium, weil 
der Gegenstand der Anspruche 1-6 im Hinblick auf den in der Ausfulirungsordnung 
umschriebene Stand der Technik (Regel 64.1-64-3 PCT) neu ist. Jedocli erfullt die 
vorliegende Anmeldung das in Artikel 33(3) PCT genannte Kriterium nicht, weil der 
Gegenstand der Anspruche 1-6 nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit beruht (Regel 65.1- 
65.2 PCT). Die vorliegende Anmeldung erfullt das in Artikel 33(4) PCT genannte Kriterium, 
well der Gegenstand der Anspruche 1-6 als gewerblich anwendbar betrachtet wlrd. 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

In der gesamten Anmeldung liegt ein offensichtlicher Fehler in Forme! (I) vor, 
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0-03-2001 EP 000005258 

~UV9W/ STUWVP^ flWf^^*' 



Neue Paeent;an3prUche 



1. verfahren zur Brhohung und guali'taniven veranderung des 
5 GehaXi:s an Flavonoiden und phenolischen Inhales 8t:of±en in 

Weinreben, Kirscher PfLaume, ScKlehe, Blaubeere, Erdbeere, 
2itru8£racbten, Papaya, Rotkohl^ Broccoli # Rosenkohl, Grlin- 
kohl, Karot-te, Petersilie, Sellerie, Zwiebeln, Knoblauch, 
Tee, xaffee, Rakao, Mat£, Hopfen, Soja« Rap9# Ha£er# Weizen, 
10 Roggen# Aroiiia inelanocarpa oder Ginkgo b£lohB, dadurch ge- 
kennseichne't, dafi die Pflanzen mlt: einem Acylcyclohexadion 
der Tonnel I 




20 wobei R fur wasserstoff oder Ci-Ce-Alkyl und R' fiir Ci-Cg-Al- 
kyl Oder Cs^e-Cycloalkyl stehen, oder einem geelgneten Salz 
von I, bebandelt: werden. 

2. verfahren nach Anspruch 1, wobei die pflanzen mit elneza Acyl* 
25 cyclohexadion der FormeX it und/oder Formel XIX 



30 



35 




40 behandelt warden. 

3« Verfaliren nach Anepruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnetr daB 
der Gehalt: an Flavonoiden tind phenoliechen Inhaltsa^off en in 
Weinreben erhoht: uzui qualitiat:iv verandert; vird. 

45 
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4. Verfahren nach Anspxuoh 1, 2 Oder 3, dadnrch gekexmzeichnet, 
daJ5 der Gehalt: ah Flavonoiden znit; unBUbsl;xt;u±en:em C^-Atiom in 
3-*P09ltlonr sowie deren Ollgomeren und Polyneren erhoht wird. 

5 5« Verwendung von Keinrebe, Kirsche, Pflaume, Schlehe, Blau- 

teere, Erdbeere, Zitxoafriichten, Papaya, Rotkohl, Bxoccoll, 
Rosenkohl, Grunkohl, Karotte, Peter Ellie/ Sellerier Zwiebeln, 
Knoblauchf Tee, Kaffee, Kalcao, Matd, Hopfexi, soja, Kaps, Sa- 
fer ^ weizeUf Hoggen/ Aroni& melanQGazp& oder Ginkgo blloba, 

10 die Slit einem ikcylcyclohexadion gemMB Anspruch 1 oder 2 be- 

handelt wurden, von Teilen dleser Pflanzen Oder aus ihnen 
hergestellte Produkte (S^fte, Tees, Extrakte, Fermentations 
produXte und --riicketande) zur Berstellung von heilenden, ge- 
sundheiliBffirdemden oder st&rkenden Kltteln f Or Mensch und 

15 Tier sowle von Kdsmetika. 

6^ EiXtrakte, S^fte, Weine oder FreAriickst^de mit erhaiitem und 
qiualitativ vergindertein Gehalt an Flavonoiden and anderen 
phenolx&chen xnhaltsstoffen, erh&ltlich aus Trauben von Wein- 
20 pflanzen einer roten Sorte, wobei die Welnpflanzen vorher mlt 
mindestena einem Acylcyclohexadlon der Fomel X, XI oder III 
gemSB Ansprucb 1 Oder 2 be&andelt wurden. 



25 



30 



35 



40 



45 



GEAENDERTES BLATT 



GESAMT SEITEN 03 



wo 00/78143 



PCT/EPOO/05258 



1 

VERFAHREN ZUR ERHOHUNG VOM SEHALT AN FLAVONOIDEM UND PHENOLISCHEN INHALTS- 
STOFFEN IN PFLANZEN 

5 Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Erho- 
hung des Gehalts an Flavonoiden und phenolischen Inhalrsstof f en 
in :Pf lanzen, dadurch gekennzeichnet, daB die Pf lanze mic 
10 wachstumsregulierenden Acylcyclohexadionen der Forntel I behandelt 
werden. 




O 



wobei R insbesondere fur Wasserstoff. eine Cn-Ce-Alkyl-, 
20 Ci-Ce-Haloalkyl-, C2*Cio-Alkylthioalkyl-- Oder Phenyl gruppe (sub- 
stituiert oder unsubstituiert) und R' fur Wasserstoff, eine 
Cl-C6-Alkyl-, C3-C6-Cycloalkyl-, Benzyl- (substituiert oder 
unsubstituiert) , Phenylethyl- , Phenoxyethyl- , 2-Thienylmethyi- , 
Alkoxymethyl- Oder Alkylthiomethylgruppe steht sowie geeignete 
25 Salze dieser Verbindungen. 

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die Erhohung curch 
Behandlung mat Acylcyclohexadionen wie Prohexadion-Ca(II) imd/ 
Oder Trinexapac-ethyl (III) hervorgeruf en werden. 



35 



40 




(11) 



(III) 



45 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Pflan- 
zen, die nach dem erf indungsgemaBen Verfahren mit Acylcyclohexa- 
dionen der Formel I, speziell Prohexadion-Ca Oder mit ^rinexapac* 
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ethyl behandelt wurden oder von Teilen dieser Pflanzen oder aus 
ihnen hergestellte Produkee (Safte, Tees, Extrakte, Fermentati- 
onsprodukte una -ruckscande) zur Herstellung von heilenden, ge- 
sundheitsf ordernden oder starkenden Mitteln fur Mensch und Tier 
5 sowie von Kosmetika. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Mittel, hergestellt nach 
den erf indungsgemafien Verfahren, dadurch gekennzeichnet , daB 
Trauben von roten Weinreben gewonnen und verarbeitet werden, 
10 deren Anthocyanbilcung durch Behandlung mit Acylcyclohexadionen 
wie Prohexadion-Ca oder Trinexapac-ethyl ganz oder teilweise 
unterbunden worden ist und die sich daher durch einen gualitativ 
•und quantitativ erhohten Gehait an Flavonoiden und anderen 
phenolischen Inhalcsstof f en auszeichnen. 

15 

Verschiedene phenolische Substanzen (Phenylpropanoide) kommen in 
Pflanzen vor, z. B. Kaffeesaure, Ferulasaure, Chlorogensaure, 
Gallussaure, Eugenol, Lignane, Cumarine, Lignin, Stilbene {Poly- 
datin, Resveratrol) , Flavonoide (Flavone, Catechine, Flavanone, 

20 Anthocyanidine, Isof lavone) , polymethoxylierte Flavone. DemgemaB 
sind Phenole auch genereller Bestandteil vieler pflanzlicher 
Nahrungs- und Genufimittel . Bestiminte phenolische Substanzen sind 
von besonderer Bedeutung, da sie nach Aufnahme mit der Nahrung im 
menschlichen oder tierischen Stoffwechsel eine ant ioxi dative Wir- 

25 kung ausuben konnen (Baum, B. O. ; Perun, A. L, Antioxidant effi- 
ciency versus structure. Soc. Plast. Engrs Trans 2: 250-257, 
(1962); Gardner. P.T.; McPhail, D.B.; Duthie, G.G. Electron spin 
resonance spectroscopic assessment of the antioxidant potential 
of teas in aqueous and organic media. J, Sci . Food Agric. 76: 

30 257-262, (1997); Rice-Evans, C. A.; Miller, K, j.; Pananga, G. 
Structure-antioxidant activity relationship of flavonoids and 
phenolic acids. Free Radic. Biol. Med. 20: 933-956, (1996); Sa- 
lah, N.; Miller, N. J,; Paganga, G.; Tijburg, L.; Bolwell, G. P.; 
Rice-Evans, C. Polyphenolic flavohoids as scavenger of aqueous 

35 phase radicals and as chain-breaking antioxidants. Arch Biochem 
Biophys 322: 339-346, (1995); Stryer, L. Biochemistry S. Franci- 
sco: Freeman. (1975); Vieira, O.; Escargueil-Blanc, I.; Meilhac. 
O.; Basile, J, P.; Laranjinha, J.; Almeida, L.; Salyayre. R.; Ne- 
gre-Salvayre, A. Effect of dietary phenolic compoxinds on apopto- 

40 sis of human cultured endothelial cells induced by oxidized LDL. 
Br J Pharmacol 123: 565-573, (1998)). Daruber hinaus haben Poly- 
phenole vielfaltige Wirkungen auf den Zellstof fwechsel. Unter an- 
derem werden Enzyme der Signal transduction wie Proteinkinase C, 
Tyrosin-Proteinkinase und Phosphatidylinositol-3-kinase moduliert 

45. (Agullo, G.; Gamet-payrastre, L.; Manenti. S.; Viala, C; Reraesy, 
C; Chap. H.; Payrastre, B. Relationship between flavonoid struc- 
ture and inhibition of phosphatidylinositol 3-kinase: a compari- 
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son with tyrosine kinase and protein kinase C inhibition. Blochem 
Pharmacol 53 :1649-1657, (1997); Ferriola, ?. C; Cody, V.; Mid- 
dleton, E. Protein kinase C inhibition by plant fiavonoids. Kine- 
tic mechanisms and structure activity relationship. Biochem 
5 Pharmacol 38: 1617-1624, (1989); Cushman, M, ; Nagarathman, D.; 
Burg, D. L.; Geahien, R. L. Synthesis and protein-tyrosine kinase 
inhibitory activity of fiavonoids analogues. J Meed Chem 34: 
798-806, (1991); Hagiwara, M.; Inoue, S.; Tanaka, T. ; Nunoki, K.; 
Ito, M.; Hidaka, K. Differential effects of fiavonoids as 

10 inhibitors of tyrosine protein kinases and serine/ threonin pro- 
tein kinases. Biochem Pharmacol 37: 2987-2992, (1988)), —die in- 
duzierbare NO-Synthase downreguliert (Kobuchi, H.; Droy-Lefaix, 
M. T.; Christen, Y. ; Packer, L. Ginicgo jbiioba extract (EGb761) : 
inhibitory effect on nitric oxide production in the macrophage 

15 cell line RAW 264.7. Biochem Pharmacol 53: 897-903, (1997)) und 
die Genexpression von z. B. Interleukinen und Adhasionsmolekulen 
(ICAM-1, VCAM-1) reguliert (Kobuchi, H. ; Droy-Lefaix, M, T.; 
Christen, Y.; Packer, L. Ginkgo biloba extract (EGb761) : inhibi- 
tory effect on nitric oxide production in the macrophage cell 

20 line RAW 264.7. Biochem Pharmacol 53:897-903, (1997); Wolle, J. ; 
Hill, R. R.; Ferguson, E.; Devall, L. J,; Trivedi, B. K. ; Newton, 
R. S.; Saxena, U. Selective inhibition of Tumor necrosis Factor- 
induced vascular cell adhesion molecule-1 gene expression by a 
novel flavonoid. Lack of effect on transcriptional factor NF-kB. 

25 Atherioscler Thromb Vase Biol 16: 1501-1508, (1996)). Es gilt als 
gesichert, da6 diese Wirkungen posit iv sind zur Pravention von 
Herz-Kreislauf erkrankungen, Diabetes, verschiedener Tumorarten 
und weiterer chronischer Krankheiten (Bertuglia, S.; Malandrino, 
S.; Colantuoni, A. Effects of the natural flavonoid delphinidin 

30 on diabetic microangiopathy. Arznei-Forsch/Drug Res 45: 481-485, 
(1995); Griffiths, K.; Adlercreutz, H.; Boyle, P.; Denis, L.; 
Nicholson, R.I.; Morton, M.S. Nutrition and Cancer Oxford: Isis 
Medical Media, (1996); Her tog. M. G. L.; Fesrens, E. J. M. ; Holl- 
man, P. C. K.; Katan, M. B.; Kromhout, D. Dietary antioxidant 

35 fiavonoids and risk of coronary heart disease: the Zutphen el- 
derly study. The Lancet 342: 1007-1011, (1993); Kapiotis, S.; 
Hermann, M. ; Held, I.; Seelos, C; Ehringer, H.; Gmeiner, B. 
Genistein, the dietary- derived angiogenesis inhibitor, prevents 
IiDL oxidation and protects endothelial cells from damage by athe- 

40 rogenic LDL. Arterioscler Thromb Vase Biol 17: 2868-74, (1997); 
Stampfer, M. J.; Hennekens, C. H.; Manson, J. E.; Coldit2,.G. A.; 
Rosner, B.; Willet, W. C. Vitamin B consumption and the risk of 
coronary disease in women. New Engl J Med 328 :1444-1449, 
(1993); Tijburg, L. B. M. ; Mattern, T. ; Folts, J. D. ; Weisgerber, 

45 U. M.; Katan, M. B. Tea fiavonoids and cardiovascular diseases: a 
review. Crit Rev Food Sci Nutr 37: 771-785, (1997); Kirk, E. A.; 
Sutherland, P.; Wang, S. A.; Chait, A.; LeBoeuf, R. C. Dietary 
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isoflavones reduce plasma choles::erol and atherosclerosis in 
C573L/6 mice but not LDL receptor-deficient m.ice. J" Nutr 128: 
954-9, (1998)). Aus geeigneten Pfianzen wird daher bereits eine 
Reihe von heilenden, gesundhei tsf ordernden oder starkenden Mit- 
5 teln gewonnen, deren Wirkung auf ihrem Gehalt an phenolischen 
Substanzen beruht (Gerritsen, M. E.; Carley, w. w. ; Ranges, G. 
E.; Shen, C. P.; Phan, S. A.; Ligon, G. Perry, C. A. Flavono- 

ids inhibit cytokine^induced endothelial cell adhesion protein 
gene expression. Am J Pathol 141 z 218-232 , (1995); Lin, j. K.; 

10 Chen, Y. C; Huang, Y. T. ; Lin-Shiau, S. Y. Suppression of pro- 
tein kinase C and nuclear oncogene expression as possible molecu- 
lar mechanisms of cancer chemoprevention by apigeniri and curcu- 
min, J Cell Biochem Suppl 28-29:39-48, 1997; Zi, X.; Mukhtar, H. ; 
Agarval, R. Novel cancer chemoprevenctive effects of a flavonoid 

15 antioxidant silymarin: inhibition of mRNA expression of an endo- 
genous tumor promoter TNF alpha. Biochem Biophys Res Coim 
239:334-339, 1997). Bekannt ist weiterhin, daB bestimmte pflanz- 
liche Nahrungsmittel oder aus ihnen hergestellte GenuSmittel eine 
positive Wirkung gegen verschiedene Krankheiten ausuben. Das in 
,20 WeiBwein, besonders aber in Rotv7ein, enthaltene Resveratrol 

(nebst weiterer Komponenten) wirkt beispielsweise gegen kardiova- 
sculare Erkrankungen und Krebs (Gehm, B.D. ; McAndrews, J.M.; 
Chien, P.-Y. ; Jameson, J.L. Resveratrol, a polyphenolic compound 
found in grapes and wine, is an agonist for estrogen receptor. 

25 Proc Natl Acad Sci USA 94z 14138-14143, (1997); Jang, M. ; Cai, 
L.; Ddeani, G.O.; Slowing, K.V. ; Thomas, C.F.; Beecher, C.W.W. ; 
Pong, H.H,S; Famsworth, N.R.; Kinghom, A.D.; Mehtha, R.G.; 
Moon, R.C., Pezzuto, J.M. Cancer chemopreventive activity of res- 
veratrol, a natural product derived from grapes. Science 275: 

30 218-220, (1997)). Eine ahnliche Wirkung weisen auch Substanzen 
wie Catechin, Epicatechin-3-gallat , Epigallocatechin und Epigal- 
locatechin-3-gallat auf, die in Slattern von Tee (Cajneiila 
sinensis) vorkommen. Insbesondere aus nicht-f ermentierten Tee- 
blattern (Gruner Tee) hergestellte Getranke sind von positiver 

35 gesundhei tlicher Relevanz (Hu, G.; Han, C; Chen, J. Inhibition 
of oncogene expression by green tea and (-) -epigallocatechin gal- 
late in mice. Nutr Cancer 24: 203-209; (1995); Scholz, E; Ber- 
tram, B. Camellia sinensis (L.) 0. K^antze. Der Teestrauch. Z. 
Phytotherapie 17: 235-250, (1995); Yu, R.; Jiao, J. J.; Duh, J. 

40 L.; Gudehithlu, K. ; Tan, T. H.; Kong, A. N. Activation of mito- 
gen-activated protein kinases by green tea polyphenols: potential 
signaling pathways in the regulation of antioxidant responsive 
elements-mediated phase II enzyme gene expression. Carcinigenesis 
18: 451-456, (1997) ; Jankun, J.; Selman, S.K.; Swiercz, R. Why 

45 drinking green tea could prevent cancer. Nature 387: 561, 

(1997)). Daruber hinaus weisen auch polymethoxylierte Flavone aus 
Zitmsfruchten eine potentielle antitumorale Wirkung auf (Chem, 
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J.; Montanari, A.M.; Widmer, W.w. Two new polymeuhoxyiierte fla- 
vone, a class of compounds with potential anticancer ' act ivity, 
isolated from cold pressed dancy tangerine peel oil solids. J 
Agric Food Chem 45: 364-368, (1997)). 

5 

Acylcyclohexadione wie ?rohexadion-Ca und Trinexapac-ethyl (al- 
tera Bezeichnung: Cimectacarb) werden als Bioregulatoren zur Hem- 
mung des pflanziichen Langenwachstums eingesetzt. Ihre bioregu- 
latorische Wirkung kommt dadurch zustande, daS sie die Bio- 

10 synthese von langenwachstumsf ordernden Gibberellinen blockieren. 
Dabei herranen sie aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaf t zu 
2-Oxoglutarsaure bestimmte Dioxygenasen, die 2-Oxoglutarsaure als 
Co-Substrat benotigen (Rademacher, W, Biochemical effects of 
plant growth retardants, in: Plant Biochemical Regulators, Gaus- 

15 man, HWMed.), Marcel Dekker, Inc., New York, pp. 169-200 

(1991)). Es ist bekannt, daB derartige Verbindungen auch in den 
Stoffwechsel von Phenolen eingreifen und so bei mehreren Pflan- 
zenarten eine Heramung der Anthocyanbildimg bewirken konnen (Rade- 
macher, W et al.. The mode of action of acylcyclohexanediones - a 

20 new type of growth retardant, in: Progress in Plant Growth Regu- 
lation, Karssen, CM, van Loon, LC, Vreugdenhil, D (eds. ) , Kluwer 
Academic Publishers, Dordrecht (1992)). Derartige Effekte auf den 
Haushalt phenolischer Inhaltsstof f e werden als ursachlich fur die 
Nebenwirkung von Prohexadion-Ca gegen Feuerbrand angegeben (Rade- 

25 macher, W et al., Prohexadione-Ca - a new plant growth regulator 
for apple with interesting biochemical features. Poster auf dem 
25^11 Annual Meeting of the Plant Growth Regulation Society of Ame- 
rica, 7.-10. Juli 1998, Chicago). A. XiUX-Endrich (Dissertation 
Technische Universitat Munchen in Weihenstephan, 1998) findet im 

30 Verlauf ihrer Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Prohexadion- 
Ca gegen Feuerbrand, daB es in Zellkulturen von Apfel durch Pro- 
hexadion-Ca zu einer mehrfachen Erhohung des Gehaltes an 
phenolischen Substanzen kommt und daB dabei eine Reihe von sonst 
nicht vorhandenen Phenolen auftritt. Im Rahmen dieser Untersu- 

35 chungen wurde weiterhin gefunden, daB unter dem EinfluB von Pro- 
hexadion-Ca relativ hohe Mengen von Luteolif lavan und Eriodyctiol 
in Sproflgewebe von Apfel auftreten, Luteolif lavan kommt in Apfel- 
gewebe normalerweise nicht vor und Eriodyctiol tritt als Inter- 
mediat des Flavonoidstof fwechsels nur in geringen Mengen auf. Die 

40 zu erwartenden Flavonoide Catechin und Cyanidin waren im behan- 
delten Gewebe jedoch nicht nachweisbar oder traten nur in deut- 
lich reduzierten Mengen auf (S. Rommel t et al, Vortrag 8^^ inter- 
national Workshop on Fire Blight, Kusadasi, Turkei, 12.-15. Okto- 
ber 1998) . 



"^OOOmui ^ PCT/EPOO/05258 

Es kann als gesichert gel ten, da6 Prohexadion-Ca , Trinexapac- 
ethyl und andere Acylcyclohexadione 2-Oxoglutarsaure-abhancige 
Hydroxylasen inhibieren, die im SwOffwechsel phenolischer Sub- 
stanzen von Bedeutung sine. Dabei handelt es sich primar um Chal • 
5 consynthetase (CHS) und un Flavanon-3-hydroxylase {F3H) (W. 
Heller und G. Forkmann, Biosynthesis, in: The Flavonoids, Har- 
borne. JB (ed .),' Chapman and Hail, New York, 1988). Es kann je- 
doch nicht ausgeschlossen werden, daS Acylcyclohexadione auch 
weitere, bislang unbekannte, 2-Oxoglutarsaure-abhangige Hydroxy- 

10 lasen hemmen. Es durfte ferner naheliegend sein, daS ein Mangel 
an Catiechin, Cyanidin Oder anderen Endprodukten der Flavonoid- 
synthese von der Pf lanze regis triert wird una daB uber einen 
Feedback-Mechanismus die Aktivitat des Schlusselenzyms Phenylale- 
ninammoniumlyase (PAL) erhoht wird. Durch die weicerhin existie- 

15 rende Hemmung von CHS und F3H konnen diese Flavonoid-Endprodukte 
jedoch nicht gebildet werden, und es kommt zu einer vermehrten 
Bildung von Luteolif lavan, Eriodyctiol und anderer Phenole (Ab- 
bildung 1) . 

.20 Aufgabe der Erfindung war es ein kostengunstiges, einf aches Ver- 
fahren zu entwickeln, uin den Gehalt an Flavonoiden und 
phenol ischen Verbindungen in Pflanzen zu erhohen und um deren ge- 
sundheitsf ordemden Eigenschaf ten zu verbessem. 

25 Die Aufgabe konnte uberraschenderweise durch Behandlung der 
Pflanzen mit den wachstumsregulierenden Verbindungen aus der 
Gruppe der Acylcyclohexadione (I) 



30 

(I) 

R6 ^ R' 



35 und vor allem mit den Verbindungen Prohexadion-Ca(II) 
o. ^ 
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7 

und Trihexapac-ethyl (III) 

OH 

erreicht werden. 

10 

Durch. die Behandiung der Pflanzen mit den Acylcyciohexadionen der 
Formel (I), ?rohexadion-Ca (II) land Trinexapac-ethyl(lll) konnen 
die Flavonoide 2riodictyol. Proanthocyanidine, die am C-Acom 3 
mit wasserstoff substituiert sind, z.B. Luteoforol, Luteolifla- 
15 van, Apigenif lavan und Tricetif lavan, sowie homogene und hetero- 
gene Oligomere und Polymere aus den genannten und strukturell 
verwandten Substanzen vermehrt gebiidet werden. 

Srhohte Konzentrationen der Phenole Hydroxyzimtsaure {p-Cumar- 
20 saure, Ferulasaure, Sinapinsaure) , Salicylsaure Oder Urnbellife- 
ron, einschliefilich der aus ihnen gebildeten homogenen und hete- 
rogenen Oligomere und Polymere konnen nach Appiikation der 
Verbindungen Acylcyclohexadion der For^nel (I), Prohexadion-Ca (II) 
und Trihexapac-ethyl (III) auf Pflanzen festgestellt werden. 

25 

Durch die Behandiung der Pflanzen mit den Acylcyciohexadionen der 
Formel (I), Prohexadion-Ca (II) und Trinexapac-ethyl (III) wird 
auch die Konzentration der Glykoside der Flavonoide, der 
phenolischen Verbindungen, der Chalcone und der Stilbene in den 
30 Pflanzen erhoht. 

Prohexadion-Ca, Trinexapac-ethyl und verwandte Verbindungen grei- 
fen auch in weitere Stof fwechselreaktionen ein, bei denen bislang 
allenfalls vermutet werden kann, daB 2-Oxoglutarat-abhangige Dio- 
35 xygenasen beteiligt sind. 

Als weitere zusatzlich positive Wirkung bei der Gewinnung von 
Praparaten aus hoheren Pflanzen mit verbesserter heilender, ge- 
sundheitsfordemder oder starkender Wirkung ist zu vermerken, daB 
40 sich aufgrund der wachstumsregulierenden Wirkung von Prohexadion- 
Ca, Trinexapac-ethyl oder verwandter Acylcyclohexandione ein Kon- 
zentrierungsef fekt der relevanten Inhaltsstof fe im biologischen 
Material ergibt. 

45 Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Erhohung des Gehalts an Flavo- 
noiden und phenolischen Inhaltsstof fen durch Behandiung der 
Pflanzen mit Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyclohexadione 
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o 

der Formel I. speziell Prohexacion- Ca oder Trinexapac -ethyl , kann 
erfoigreich bei folgenden Pfianzen aiigewendet: werden, wobei auch 
Pf lanzen, die nicht genannc sine, erfoigreich behandeit werden 
konnen: Weinrebe, Kirsche, Pflaume, Schlehe, Blaubeere, Erdbeere, 
5 Zitrusf ruchte {wie Orange, Grapefruit), Papaya, Kotkohl, Broc- 
coli, Rosenkohl, Grunkohl, Karo-Le, Petersilie, Sellerie, Zwie- 
beln, Knoblauch, Tee, Kaffee, Kakao, Mate, Hopfen, Soja, Raps, 
Hafer, Weizen, Roggen, Aronia r;elanocarpa. Ginkgo biloba. 

10 Pflanzen, die mit Verbincungen aus der Gruppe der Acylcyclohexa- 
dione; speziell Prohexadion-Ca oder Trihexapac - ethyl , behandeit 
wurden zur Steigerung des Gehaltes an Flavonoiden und 
phenol ischen Verbindungen, oder von Teilen dieser Pflanzen oder 
aus ihnen hergestellte Produkte (Safte, Tees, Extrakte, Fermenta- 

15 tionsprodukte und -ruckstande) konnen zur Herstellung von heilen- 
den, gesundheitsfordernden oder starkenden Mitteln fur Mensch und 
Tier sowie von Kosmetika verwencet werden . 

Aus den erf indungsgemaB behandelten Pflanzen konnen auch Mittel 
.20 hergestellt werden, die dadurch gekennzeichnet sind, daB Trauben 
von roten Weinreben gewonnen und verarbeitet werden, deren Antho- 
cyanbildung durch Behandlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexa- 
dion-Ca Oder Trinexapac- ethyl ganz oder teilweise unterbunden 
worden ist und die sich daher durch einen qualitativ \md quanti- 
25 tativ erhohten Gehalt an Flavonoiden und anderen phenolischen 
Inhaltsstof f en auszeichnen. 



Es wurde nun uberraschend gefunden, daB unter dem Einf luB von mit 
Acylcyclohexadionen der Formel I, Prohexadion-Ca oder Trihexapac- 
30 ethyl behandelten Pflanzen oder von Teilen dieser Pflanzen oder 
aus ihnen hergestellter Produkte (Tees, Extrakte, Fermentations - 
produkte, Safte etc.) 

(1) die Antioxidative Kapazitat in vitro (Electron Spin Resonance 
35 (ESR), LDL-Oxidation, Total Antioxidant Capacity, NO-Scaven- 

ging) verbessert wird; 

(2) eine modulierende Wirkung auf Enzyme, vor allem Enzyme der 
Signal transduktion (ProteirJcinase C, Tyrosin-Proteinkinase, 

40 Phosphatidylinositol-3-Kinase) auftritt; 

(3) eine Modulation redoxsensitiver Transkriptionsf aktoren (NF- 
kB, AP-1) in Endothelzellen, Lyrophocyten und glatten Muskel- 
zellen induziert wird; 



45 
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(4) die Regulation aer Genexpression von Targetgenen involviert 
in die Pathogenese inf lammatorischer Erkrankungen (Cytokine 

• IL-1 und II1-8, macrophage chemoattractant protein 1 (MCP-l) , 
Adhesionsfaktoren ICAM-1 und VCAM-1) moduiiert wird; 

5 

(5) eine antiaggregatorische Wirkung induziert wird; 

(6) die Cholesterinsynthese in Hepatocyten gehemmt wird; 
10 (7) ar.tiprolif erative/antineoplastische Effekte bestehen. 

Beispiel 1 

Steigerung des Gehaltes an Sriodictyol und Luteolif lavan an jun- 
15 gen Apf-elblattern nach Behandlung mit Prohexadion-Ca 

Apf elpf lanzen der Sorte "Weirouge" wurden unter Klimakammer-Be- 
dingungen kultiviert und mit 250 ppm an Prohexadion-Ca (formu- 
liert als BAS 125 10 W = 10 %iges benetzbares Granulat) bis 

20 tropfnaB behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Behand- 
lung wurde von den einzelnen Trieben das jeweils jiingste vollent- 
wickelte Blatt geemtet. Die gef riergetrockneten und gemorserten 
Blatter wurden mit Methanol extrahiert. Aus dem konz en trier ten 
Extrakt wurden Flavonoide und verwandte Verbindungen durch HPLC 

25 analysiert. Die Auftrennung erfolgte dabei an Hypersil ODS {3 \m 
PartikelgroBe) auf einer Saule von 250 x 4 mm. Die Elution er- 
folgte bei einer Fliefirate von 0,5 ml pro Minute, wobei 
Mischungen aus Ameisensaure (5 %ig in Wasser) und Methanol, 
schrittweise im Verhalrnis von 95 : 5 bis 10 : 90 (v/v) gestei- 

30 gert, verwendet wurden, Phenolische Sauren und Flavonole wurden 
bei 280 nm detektiert. Flavan-3-ole wurden nach Nachsaulenderiva- 
tisierung mit p-Dimethylaminozimtaldehyd bei 640 nm bestimmt. Me- 
thodische Details bei Treutter et al. (1994), Journal of 
Chromatography A 667, 290 - 297- 

35 

Das Ergebnis ist in folgender Tabelle dargestellt: 

Blatter, die mit Prohexadion-Ca behandelt wurden zeigen eine 
deutliche Erhohung der Eriodictyol-Konzentration nach 12 bzw. 21 
40 Tagen. 
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Behandlung 


Ericdj 


.ctyol 

JVClIlUC 15 o c J 


liuueolif iavan 
(g/kg Trockenmasse} 


Beh. 


Beh. 


12 Tage n. 
Beh. 


21 Tage n. 
Beh. 


Kontrcile 


0 


1 


0 


70 


25 0 ppiD 

Prohexadion- 

Ca 


17 


27 


0 


34 



10 Beispiel 2 

Herstellung von Probenmaterialien aus behar4delten und unbe- 
handelten Dornf elder -Trauben 



15 Rebstocke der Sorte "Dornf elder" wurden zweimal zu verschiedenen 
Zeitpunkten mit der Formulierung BAS 125 lOW, enthaltend Prohexa- 
dion-Ca behandelt. Je Behandlung wurden 1000 g Prohexadion-Ca in 
1000 1 Spritzbruhe pro ha appliziert. 

20 Die 1. Ausbringung erfolgte im Entwicklungstadium 73 noch vor Be- 
ginn der Beerenausf arbxxng , die 2. Ausbringung 10 Tage spater. 

Bei der Emte wiesen die unbehandelten und die behandelten Trau- 
ben einer ahnlichen Reifegrad auf . Kontrolle unbehandelt: 690C Oe; 
25 7,3 g/1 Saurebehandelt: 67^ Oe; 7,4 g/1 Saure. 

Die behandelten Trauben waren geringer pigmentiert. Geschmacklich 
war kein Unterschied feststellbar. 

30 Der Weinausbau erfolgte nach gangigen Methoden als Rotwein, d.h. 
zur besseren Pigmentextraktion stand der Most langere Zeit auf 
der Maische. 



Nach Gefriertrocknung des triibungsf reien Weins wurden aus 100 ml 
35 unbehandeltem Wein ca. 2,5 g sirupartiger Ruckstand xind aus dem 
rait Prohexadion-Ca behandelten Rebstocken gewonnenen Wein ca. 2,1 
g sirupartiger Ruckstand gewonnen. 

Beispiel 3 

40 

Hemmung der Cholesterinbiosynthese in Kulturen primarer Rattenne- 
patocyten durch Prohexadion-Ca behandelten Domfelder Wein 
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Herstellunc der Scanuniosungen 

Vom Lyophilisat der unbehancel ten una behandelten bornfelder 
Weine wurde eine Menge zwischen 10 und 20 mg exakt abgewogen una 
5 mit soviel DMSO versetzt, daS eine Stanimlosunc von 10 mM Gesamr- 
flavonoide entstanc. Von diesen Stammlosungen v.'urden unmittelbar 
vor Tescbeginn Verdiinnungen im Kulrurmedium hergestellt. Die Ver- 
dunnungen erfolgten in lOer Schritten zwischen IQ-* und .10""^ M. 

10 Hersteliung der Hepatocytenkulturen 

Primare Hepatocyten warden aus den Lebern von mannlichen Sprague- 
Dawley Ratten (240-290 g) mittels Collagenase-Perf usion gewonnen 
(Gebhardt et al., Arzneimittel-Forschung/Drug Res. 41: 800 -804 
15 (1991) -1990) . Die Kultivierung erfolgte in Collagen-beschichteten 
Petrischalen {6-well Plates, Greiner, Nurtingen) mit einer Zeli- 
dichte von 125.000 Zellen/cm? in Williams Medium E mit 10 % 
Kalber serum. Nahere Angaben insbesondere zum Kulturmedium finden 
sich bei Gebhardt et al.. Cell Biol. Toxicol. 6: 369 - 372 
20 (1990) und Mewes et al . , Cancer Res. 53: 5135 - 5142 (1993). Die 
Kulturen wurden nach 2 h auf serum-freies Medium mit Zusatz von 
0,1 HM Insulin gewechselt. Sie wurden nach weiteren 20 h fur die 
Versuche eingesetzt. Die Testsubstanzen wurden in je drei unab- 
hangigen Kulturen von 2-3 Ratten getestet. 



25 



Inkubation der Leberzellkulturen mit den Testsubstanzen 



Fur den Nachweis einer Beeinf lussung der Cholesterin-Biosynthese 
durch die Testsubstanzen wurden die Hepatocytenkuturen insgesamt 

30 fur 22 h gehalten. AnschlieBend wurde mit serum-freiem Williams 
Medium E unter Zusatz von ^^c-Acetat (nur Tracermengen) fur 2 h 
mit den Testsubstanzen in den angegebenen Konzentrationen 
inkubiert. Bei jeder Testserie wurde eine Kontrolle mitgefuhrt. 
Die Methodik ist bei Gebhardt (1991) und Gebhardt, Lipids 28: 613 

35 -619 (1993) detailliert beschrieben. Die Tracermengen von i^c-^ce- 
tat tauschen schnell mit dem intrazellularen Acetyl -CoA Pool aus 
xind ermoglichen deshalb eine storungsf reie Bestimmung des Einbaus 
von i^c-Acetat in die Sterolf raktion, die zu >90 % aus Cholesterin 
besteht (Gebhardt, 1993). 

40 

Analytik zur Beeinf lussung der Cholesterin-Biosynthese 

Der Einbau von i^C-Acetat in die Sterolf raktion (nicht-verseifbare 
Lipide) wurde nach Gebhardt (1991) gemessen. Bei der verwendeten 
45 Extraktion mittels Extrelut'^-Saulen (Merck, Darmstadt) wird das 
i^C-Acetat (und daraus in geringer Menge entstehende andere 
niedermolekulare Metabolite) zu mehr als 95 % abgetrennt. Dieser 
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Test kann vergleichende Angaben uber die relative S^T^theserate 
von Choiesterin und Vorlauf er-Sterolen unter cem Einf iuss von 
Testsubstanzen machen (Gebhardt, 1993) . 

5 Visuelle und mikrobieile Uberprufung der Qualitat der Kepatocy- 
tenkulturen 

Alle ve2nrfendeten Kulturen wurden vor und nach der Testinkubation - 
visuell am Mikroskop auf Kontamination mit Mikroorganismen und 
10 auf die Integritat der Zellmonoiayer uberpruft. Bei keiner der 
Proben wurde eine erkeimbare Veranderung der Zellmorphologie 
(insbesondere bei den hoheren Konzentrationen) beobachtet. Dies 
schlieBt eine Beeinf lussung der Testergebnisse durch zytotoxische 
Wirkungen der Testsubstanzen weitgehend aus. 

15 

Die bei alien Kulturen routinemaBig durchgef uhrten Sterilitat- 
stests ergaben keinerlei Hinweise auf eine Kontamination mit Mi- 
kroorganismen. 

20 Ergebnisse 

Der unbehandelte Domfelder Wein zeigte keinerlei Wirkungen auf 
die Cholesterinbiosynthese. Dagegen wurde die Cholesterinsynthese 
durch Proben von mit Prohexadion-Ca behandelten Rebstocken herge- 
25 stelltem Wein signifikant inhibiert. Bei einer Konzentration von 
lQ-5 M betrug die Hemmwirkung ca. 60 % und bei 10-« M annahemd 
100 %. 



Beispiel 4 

30 

Ef f ekt von Prohexadion-Ca-behandeltem Weinextrakt (P-Ca) auf die 
Destruktion von Tumorzellen 

Konfluente murine Leukamiezellen (RAW 264.7) und normals Makro- 
35 phagen aus dem Peritoneum von Ratten vmrden in mit foetalem 

Kalberserum supplement iertem DMEM-Medium kultiviert. Extrakte von 
unbehandeltem und mit Prohexadion-Ca behandeltem Wein wurden bis 
zu einer Dosierung von 200 ng/mL dem Kulturmedium zugesetzt. In 
Parallelexperimenten wurden 10, 25 und 50 fig/mL Weinextrakt ge- 
40 meinsam mit 100 \M H2O2 inkubiert. 

Weinextrakt von mit Prohexadion-Ca-behandeltem Wein hatte per se 
bis zu einer Dosierung von 200 ^g/mL keinen cytotoxischen Effekt 
auf die untersuchten Zellkulturen. Jedoch verstarkte Prohexadion- 
45 Ca-behandelter Extrakt nach Zugabe von H2O2 dosisabh^gig den 
Zelltod der Tumorzellen (RAW 264.7). Dies wird in Abbildung 2 
durch die Zunahme des cytosolischen Enzyms Lactatdehydrogenase 
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(LDH) im Kulcurmedium dokumentiert . Keine Erhohung der cy totoxi - 
schen Wirkunc von H2O2 zrat bei den nicht-transf ormierten Makro- 
phagen auf . Bei der TuT.orzellinie trat eine Akkuraulawion des Pro- 
teins vom Tumorsuppressorgen p53 im Cycoplasma auf , siehe Abbil- 
5 dung 3. 

Prohexadion-behandeiter weinextrakt erhoht die H202-induzierte Cy- 
totoxizitat von Leukamiezellen, ist aber nicht bei normalen Ma- 
krophagen wirksam. Dieser fur Tumorzellen spezifische Effekt 
10 tritt auch bei Cytostat^ika auf , die uber vermehrten oxidativen 
Stress wirken (z.B. Anthracycline) . Der Mechanismus von Prohexa- 
dion-Ca-behandeltero Weinextrakt ist p53-abhangic. 

Beispiel 5 

15 

Effekt von Prohexadion-Ca-behandeltem Weinextrakt auf die NF-k3- 
Aktivierung in Endothelzellen 

Die Untersuchung wurde in Cokulturen aus Makrophagen (RAW 264.7) 
20 und Endothelzellen (ECV 304) durchgef uhrt . Dem Kulturmediiim der 
Endothelzellen wurde humanes LDL {Lipoproteine niedriger Dichte) 
und ruhende bzw. Interferon-y (IFN-y) -aktivierte (10 U/mL) Makro- 
phagen zugegeben. Nach 16 h Inkubation wurde die nukleare 
Proteinf raktion abgetrennt und in elektrophoretischen Mobility 
25 Shift Assays die DNA-Bindung (Aktivierung) des redoxsensitiven 
Transkiptionsf aktors NF-kB bestimmt. 

Der basale Gehalt in den ruhenden Endothelzellen war typischer* 
weise gering, siehe Abbildung 4. Die Zugabe von LDL hatte eine 
30 Aktivierung des NF-kB zur Folge, die bei aktivierten Makrophagen 
hoher war als bei den ruhenden. Dies entspricht einer physiologi- 
schen Oxidation der LDL bei der Atherogenese . Durch die Inkuba- 
tion rait Prohexadion-Ca-behandeltem Weinextrakt war die NF-icB-Ak- 
tivierung in alien' Fallen erhoht. 

35 

Das verwendete Zellkulturmodell ist sehr gut geeignet, die patho- 
physiologischen/ inf lanimatorischen Bedingungen in der fruhen 
Phase der Atherosklerose zu beschreiben. Durch den Prohexadion- 
Ca-behandelten Weinextrakt wird die NF-icB-Aktivierxing verstarkt. 
40 Dies koinmt der Wirkung eines Biological Response Modifiers 

gleich; d.h. die Zellantwort auf ein pathophysiology sches . Signal 
wird im posit iven Sinne verstarkt. 
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mtanspruche 

Verfahren zur Erhohung des -Gehalts an rlavonoiden una 
phenol ischen Inhal tsstof f en in Pflanzen, dadurch gekennzeich- 
neL, dafl die Pflanze mit wachstumsrecuiierenden Acylcyclohe- 
xadionen der Formel I behandelt warden. 



wobei R insbesondere fur Wasserstoff , eine Ci-Cs-Alkyl-, 
Ci-Ce-Haloalkyl-, C2-Cio-Alkylthioalkyl- oder Phenylgruppe 
(substituiert Oder unsubsti tuiert) und R' fur Wasserstoff, 
eine Cl-C6-Alkyl- , C3-C6-Cycloalkyl- , Benzyl- (substi tuiert 
Oder unsubsti tuiert ) . Phenylethyl-, Phenoxyethyl- , 2-Thienyl- 
methyl-, Alkoxymethyl- oder Alkylthiomethylgruppe steht sowie 
geeignete Saize dieser Verbindungen . 

Verfahren gemafi Anspruch 1, bei dem die Erhohung durch Be- 
handlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexadion-Ca (II) und/ 
Oder Trinexapac-ethyl(Ill) hervorgeruf en werden. 



Verfahren gemaB den Anspruchen 1 \md 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB es sich bei den Pflanzen iim Weinrebe, Kirsche, 
Pflaiime, Schlehe, Blaubeere, Erdbeere, Zitrusf ruchte (wie 
Orange, Grapefruit), Papaya, Rotkohl, Broccoli, Rosenkohl, 
Grunkohl, Karotte, Petersilie, Sellerie, Zwiebeln, Knoblauch, 
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Tee, Kaffee, Kakao, Mace, Hopfen, Soja, Raps, Hafer, Weizen, 
Roggen, Aronia melanocarpa. Ginkgo biloba handelt. 

4. Verwendung von Pflanzen gemaB Anspruch 3 oder von Teiien cie- 
5 ser Pflanzen oder aus ihnen hergestellte Produkte (Safte, 

Tees, Extrakte, Fermentationsprodukte und -ruckstande) zur 
Herstelliing von heilenden, gesundheitsf ordernden oder star- 
kenden Mitteln fur Mensch und Tier sowie von Kosmetika. 

10 5. Mittel, hergestellt nach Verfahren gemafi den Anspruchen 1 - 
3, dadurch gekennzeichnet , daB Trauben von roten Weinreben 
gewonnen und verarbeitet werden, deren Anthocyanbildung durch 
Behandlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexadion-Ca oder 
Trinexapac-ethyl ganz oder teilweise unterbunden worden isr 

15 und die sich daher durch einen gualitativ und q[uantitativ er- 

hohten Gehalt an Flavonoiden und anderen phenolischen 
Inhaltsstof f en auszeichnen. 

6. Mittel gemaS Anspruch 5, bei denen es sich um Trauben oder 
20 Traubenteile, aus ihnen gewonnene Safte, Weine oder Preflruck- 

stande handelt oder um Extrakte aus den vorgenannten Trauben, 
Traubenteilen oder Traubenprodukten. 



25 



30 



35 



40 



45 



0050/50061 



15 



We claim: 



10 



30 



35 



A method of increasing the content of f lavonoids and phenolic 
constituents in plants, wherein the plants are treated with 
growth-regulating acylcyclohexanediones of the formula I 



RO 




(1) 



15 i where R is, in particular, hydrogen, Ci-Ce-alkyl, 

Ci-Ce-haloalkyl , C2-Cio-alkylthioal3cyl or phenyl (substituted 
or Tinsubstituted) and R' is hydrogen, Ci-Cs-alkyl, 
C3-C6-cycloalkyl, benzyl (substituted or unsubstituted) , 
phenylethyl, phenoxyethyl , 2-thienylmethyl , alkoxymethyl or 

20 alkylthiomethyl, and suitable salts of these compounds. 

2. A method as claimed in claim 1, wherein the increase is 
caused by treatment with acylcyclohexanediones such as 
prohexadione-calcium (II) and/or trinexapac-ethyl (III) . 

25 





(111) 



40 

3. A method as claimed in any of claims 1 or 2, wherein the 

plants are grapevines, cherries, plums, sloes, blueberries, 
strawberries, citrus fruit (such as oranges, grapefruit) , 
pawpaw, red cabbage, broccoli, Brussel sprouts, kale, 
45 carrots, parsley, celery/celeriac , onions, garlic, tea, 

coffee, cacao, mate, hops, soya, oilseed rape, oats, wheat, 
rye, Aronia melanocarpa. and Ginkgo biloba. 
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16 

4- The use of plants as claimed in claim 3 or of parts of these 
plants or of products prepared with them (juices, infusions, 
extracts, fermentation products and fermentation residues) 
for the preparation of curative compositions, 
5 health-promoting compositions or tonics for humans and 

animals / and of cosmetics. 

5 . A composition prepared by a method as claimed in any of 
claims 1-3, wherein the grapes of red grapevines are 

10 harvested and processed whose anthocyanin production has been 

prevented fully or partially by treatment with 
acyl eye lohexanedi ones such as prohexadione-calcium or 
trinexapac -ethyl and which are therefore distinguished by a 
qualitatively and qiaantitatively increased content of 

15 f lavonoids and other phenolic constituents . 

6. A composition as claimed in claim 5, the composition being 
grapes or parts of grapes, or juices, wines or residues 
obtained from pressing said grapes, or extracts of the 

20 abovementioned grapes, parts of grapes or grape products. 
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1 

VERFAHREN ZUR ERHOHUNG VOM 6EHALT AN FLAVONOIDEN UND PHENOLISCHEN INHALTS- 
STOFFEN IN PFLANZEN 

5 Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Erho- 
hung des Gehalts an Flavonolden und phenolischen Inhaltsstoffen 
in Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, daB die Pflanze miz 
10 wachstiimsregulierenden Acylcyclohexadionen der Formel I behandelt 
werdeni 



15 




wobei R insbesondere fur Wasserstoff , eine Ci-Ce-Alkyl-, 
20 Ci-Ce-Haloalkyl-, C2-Cio-Allcylthioalkyl- Oder Phenylgruppe (sub- 
stituiert oder unsubstituiert) und R' fur Wasserstoff , eine 
Cl-C6-Allcyl-, C3-C6-Cycloalkyl-, Benzyl- (substituiert Oder 
unsubstituiert), Phenylethyl-, Phenoxyethyl- , 2-Thienylmethyl-, 
Alkoxymethyl- Oder Alkylthiomethylgruppe steht sowie geeignete 
25 Salze dieser Verbindungen* 

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die Erhdhung durch 
Behandlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexadion-Ca{II) und/ 
Oder Trinexapac-ethyl (III) hervorgeruf en werden. 



35 



40 




(II) 



(III) 



45 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Pflan- 
zen, die nach dem erf indungsgemaSen Verfahren mit Acylcyclohexa- 
dionen der Formel I, speziell Prohexadion-Ca oder mit Trinexapac* 
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ethyl behandelt wurden oder von Teilen dieser Pflanzen Oder aus 
ihnen hergestellte Produkte (Safte, Tees, Extrakte, Fermentati- 
onsprodukte land -ruckstande) zur Herstellung von heilenden, ge- 
sundheitsf6rdernden Oder starkenden Mitteln fUr Mensch und Tier 
5 sowle von Kosmetika. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Mattel, hergestellt nach 
den erf indungsgemSBen Verfahren, dadurch gekennzeichnet, daB 
Trauben von roten Weinreben gewonnen und verarbeitet werden, 
10 deren Anthocyanbildung durch Behandlung mit Acylcyclohexadionen 
wie Prohexadion-Ca Oder Trinexapac- ethyl ganz oder teilweise 
iinterbunden worden ist und die sich daher durch einen qualitativ 
und quantitativ erhdhten Gehalt an Flavonoiden und anderen 
phenolischen Inhaltsstof f en auszeichnen. 

15 

Verschiedene phenolische Substanzen (Phenylpropanoide) kommen in 
Pflanzen vor, z. B, KaffeesSure, PerulasSure, Chlorogensaure, 
GallussSure, Eugenol, Lignane, Cumarine, Lignin, Stilbene (Poly- 
datin, Resveratrol) . Flavonoide (Flavone, Catechine, Flavanone, 

20 Anthocyanidine, Isof lavone) , polymethoxylierte Flavone. DemgemSB 
sind Phenole auch genereller Bestandteil vieler pflanzlicher 
Nahr\ings- und GenuBmittel^ Bestiinmte phenolische Substanzen sind 
von besonderer Bedeutung, da sie nach Aufnahme mit der Nahrung im 
menschlichen oder tierischen Stoffwechsel eine antioxi dative Wir- 

25 kung ausuben kdnnen (Baum, B. 0.; Perun, A. L. Antioxidant effi- 
ciency versus structure • Soc. Plast. Engrs Trans 2: 250-257, 
(1962); Gardner, P.T.; McPhail, D.B.? Duthie, G.G. Electron spin 
resonance spectroscopic assessment of the antioxidant potential 
of teas in aqueous and organic media. J. Sci. Food Agric. 76: 

30 257-262, (1997); Rice-Evans, C- A.; Miller, J,; Pananga, G. 
Structure-antioxidant activity relationship of flavonoids and 
phenolic acids. Free Radio. Biol. Med. 20s 933-956, (1996); Sa- 
lah, N.; Miller, N. J,; Paganga, G.; Tijburg, L,; Bolwell, G. P,; 
Rice-Evans, C. Polyphenol ic flavonoids as scavenger of aqueous 

35 phase radicals and as chain-breaking antioxidants. Arch Biochem 
Biopbys 322: 339-346, (1995); Stryer, L. Biochemistry S. Franci- 
sco: Freeman, (1975); Vieira, 0.; Escargueil-Blanc, I.; Meilhac, 
0.; Basile, J, p.; Laranjinha, J.; Almeida, L.; Salvayre, R,; Ne- 
gre-Salvayre, A. Effect of dietary phenolic compounds on apopto- 

40 sis of human cultured endothelial cells induced by oxidized LDL. 
Br J Pharmacol 123: 565-573, (1998)), Daruber hinaus haben Poly- 
phenole vielf&ltige Wirkungen auf den Zellstof fwechsel. Unter an- 
derem werden Enzyme der Signal transduction wie Proteinkinase C, 
Tyrosin-Proteinkinase und Phosphatidylinositol-3-kinase moduliert 

45. (Agullo, G.; Gamet-payrastre, L.; Manenti, S.; .Viala, C; Remesy, 
C; Chap, H.; Payrastre, B. Relationship between flavonoid struc- 
ture and inhibition of phosphatidylinositol 3-kinase: a compari- 
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son with tyrosine kinase and protein kinase C inhibition. Biochem 
Pharmacol 53 :1649-1657, (1997); Ferriola, P, C; Cody, V,; Mid- 
dleton, E. Protein kinase C inhibition by plant flavonoids- Kine- 
tic mechanisms and structure activity relationship. Biochem 
5 Pharmacol 38: 1617-1624, (1989); Cushman, M. ; Nagarathman, D.; 
Burg, D, ; Geahlen, R, L. Synthesis and protein-tyrosine kinase 
inhibitory activity of flavonoids analogues. J Meed Cbem 34: 
798-806, (1991); Hagiwara, M.; Inoue, S.; Tanaka, T.; Nunoki, K.; 
Ito, M.; Hidaka, H. Differential effects of flavonoids as 

10 inhibitors of tyrosine protein kinases and serine/ threonin pro- 
tein kinases, Biochem Pharmacol 37: 2987-2992, (1988)), -die in- 
duzierbare NO-Synthase downreguliert (Kobuchi, H.; Droy-Lefaix, 
M. T.; Christen, Y.; Packer, L. Ginicgo jbiloJba extract {EGb761) : 
inhibitory effect on nitric oxide production in the macrophage 

15 cell line RAW 264,7, Biochem Pharmacol 53: 897-903, (1997)) und 
die Genexpression von z. B. Inter leukinen und Adhasionsmolekiilen 
(ICAM-1, VCAM-1) reguliert (Kobuchi, H.; Droy-Lefaix, M. T.; 
Christen, Y.; Packer, L. Ginicgo biioba extract {EGb761) : inhibi- 
tory effect on nitric oxide production in the macrophage cell 

20 line RAW 264.7. Biochem Pharmacol 53:897-903, (1997); Wolle, J.; 
Hill, R. R.; Ferguson, E.; Devall, L. J.; Trivedi, B. K.; Newton, 
R. S.; Saxena, U- Selective inhibition of Tumor necrosis Factor- 
induced vascular cell adhesion molecule-1 gene expression by a 
novel flavonoid. Lack of effect on transcriptional factor NF-kB. 

25 Atherioscler Tbroab Vase Biol 16: 1501*-1508, (1996)}. Es gilt als 
gesichert, daS diese Wirk\ingen posit iv sind zur Pravention von 
Herz-Kreislauf erkrankungen. Diabetes, verschiedener Tumorarten 
und weiterer chronischer Krankheiten (Bertuglia, S.; Malandrino, 
S.; Colantuoni, A. Effects of the natural flavonoid delphinidin 

30 on diabetic microangiopathy. Arznei-Forsch/Drug Res 45: 481-485, 
(1995); Griffiths, K. ; Adlercreutz, H.; Boyle, P.; Denis, L.; 
Nicholson, R.I.; Morton, M.S. Nutrition and Cancer Oxford: Isis 
Medical Media, (1996); Hertog, M. G. L.; Fesrens, E. J. M.; Holl- 
man, P. C. K. ; Katan, M. B.; Kromhout, D. Dietary antioxidant 

35 flavonoids and risk of coronary heart disease: the Zutphen el- 
derly study. The Lancet 342: 1007-1011, (1993); Kapiotis, S.; 
Hermann, M.; Held, I.; Seelos, C; Ehringer, H.; Gmeiner, B. M. 
Genistein, the dietary-derived angiogenesis inhibitor, prevents 
LDL oxidation and protects endothelial cells from damage by athe- 

40 rogenic LDL. Arterioscler Thromb Vase Biol 17: 2868-74, (1997); 
Stampfer, M. J.; Hennekens, C. H.; Manson, J. E.; Colditz, G. A.; 
Rosner, B.; Willet, W. C. Vitamin E consumption and the risk of 
coronary disease in women. New Engl J Med 328 : 1444-1449, 
(1993); Tijburg, L. B. M. ; Mattem, T.; Folts, J. D.; Weisgerber, 

45 U- M.; Katan, M. B. Tea flavonoids and cardiovascular diseases: a 
review. Crit Rev Food Sci Nutr 37: 771-785, (1997); Kirk, E. A.; 
Sutherland, P.; Wang, S. A.; Chait, A.; LeBoeuf, R. C. Dietary 
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isoflavones reduce plasma cholesterol and atherosclerosis in 
C57BL/6 mice but not LDL receptor-deficient mice. J Nutr 128: 
954-9, (1998) )• Aus geeigneten Pflanzen wird daher bereits eine 
Reihe von heilenden, gesundheitsfordernden Oder starkenden Mit- 
5 teln gewonnen, deren wirkung auf ihrem Gehalt an phenolischen 
Substanzen beruht (Gerritsen, M. E.; Carley, w. w.; Ranges, G. 
E.; Shen, C. P.; Phan, S, A.; Ligon, G. P.; Perry, C. A, Flavono- 
ids inhibit cytokine- induced endothelial cell adhesion protein 
gene expression. Am J Pathol 147: 278-292, (1995); Lin, J. K. ; 

10 Chen, Y. C; Huang, Y. T.; Lin-Shiau, S. Y. Suppression of pro- 
tein kinase C and nuclear oncogene expression as possible molecu- 
lar mechanisms of cancer chemoprevention by apigenin and curcu- 
min. J Cell Biochem Suppl 28-29:39-48, 1997; Zi, X.; Mukhtar, H.; 
Agarval, R. Novel cancer chemoprevenctive effects of a flavonoid 

15 antioxidant silymarin: inhibition of mRNA expression of an endo- 
genous tumor promoter TNF alpha. Biochem Biophys Res Comm 
239:334-339, 1997). Bekannt ist weiterhin, daB bestimmte pflanz- 
liche Nahrungsmittel Oder aus ihnen hergestellte GenuBmittel eine 
positive Wirkung gegen verschiedene Krankheiten ausuben. Das in 

20 WeiBwein, besonders aber in Rotwein, enthaltene Resveratrol 

(nebst weiterer Komponenten) wirkt beispielsweise gegen kardiova- 
scuiare Erkrankungen und Krebs (Gehm, B.D. ; McAndrews, J.M.; 
Chien, P.-Y.; Jameson, J.L, Resveratrol, a polyphenolic compound 
found in grapes and wine, is an agonist for estrogen receptor. 

25 Proc Natl Acad Sci USA 94z 14138-14143, (1997); Jang, M.; Cai, 
L.; Udeani, G.O.; Slowing, K.V.; Thomas, C.F.; Beecher, C.W.W,; 
Pong, H.H.S; Pamsworth, N.R.; Kinghom, A.D.; Mehtha, R,G,; 
Moon, R.C-, Pezzuto, J.M. Cancer chemopreventive activity of res- 
veratrol, a natural product derived from grapes. Science 275: 

30 218-220, (1997)), Eine Shnliche Wirkung weisen auch Substanzen 
wie Catechin, Epicatechin-3-gallat, Epigallocatechin und Epigal- 
locatechin-3-gallat auf, die in BlSttern von Tee (Camellia 
sinensis) vorkommen. Insbesondere aus nicht-f ermentierten Tee- 
biattem (Gruner Tee) hergestellte GetrSnke sind von positiver 

35 gesundheitlicher Relevanz (Hu, G.; Han, C; Chen, J. Inhibition 
of oncogene expression by green tea and (-) -epigallocatechin gal- 
late in mice. Nutr Cancer 24: 203-209; (1995); Scholz, E; Ber- 
tram, B. Camellia sinensis (L.) 0, Kuntze. Der Teestrauch. Z. 
Phytotherapie 17: 235-250, (1995); Yu, R.; Jiao, J. J.; Duh, J, 

40 L.; Gudehithlu, K.; Tan, T. H.; Kong, A. N. Activation of raito- 
gen-activated protein kinases by green tea polyphenols: potential 
signaling pathways in the regulation of antioxidant responsive 
elements-mediated phase II enzyme gene expression. Carcinigenesis 
IBi 451-456, (1997); Jankun, J.; Selman, S.H.; Swiercz, R. Why 

45 drinking green tea could prevent cancer. Nature 387: 561, 

(1997)). Daruber hinaus weisen auch polymethoxylierte Flavone aus 
Zitrusfrichten eine potentielle antitumorale Wirkung auf (Chem, 
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J.; Montanari, A.M.; Widmer, W.W. Two new polymethoxylierte fla- 
vone, a class of compounds with potential anticancer activity, 
isolated from cold pressed dancy tangerine peel oil solids. J 
Agric Food Chem 45: 364-368, (1997)). 

5 

Acylcyclohexadione wie Prohexadion-Ca und Trinexapac-ethyl (al- 
tere Bezeichnung: Cimectacarb) werden als Bioregulatoren zur Hem- 
raung des pflanzlichen Langenwachstums eingesetzt. Ihre bioregu- 
latorische Wirkung koromt dadurch zustande, daB sie die Bio- 

10 synthese von 1 angenwachs turns fdrdernden Gibberel linen blockieren. 
Dabei heramen sie aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaf t zu 
2-Oxoglutarsaure bestimmte Dioxygenasen, die 2-Oxoglutarsaure als 
Co-Substrat benotigen (Rademacher, W, Biochemical effects of 
plant growth retardants, in: Plant Biochemical Regulators, Gaus- 

15 man, HW (ed.). Marcel Dekker, Inc., New York, pp. 169-200 

(1991)). £s ist bekannt, daB derartige Verbindungen auch in den 
Stoffwechsel von Phenolen eingreifen und so bei mehreren Pf lan- 
zenarten eine Hemmung der Anthocyanbildung bewirken konnen (Rade- 
macher, W et al.. The mode of action of acylcyclohexanediones - a 

20 new type of growth retardant, in: Progress in Plant Growth Regu- 
lation, Karssen, CM, van Loon, LC, Vreugdenhil, D (eds.), Kluwer 
Academic Publishers, Dordrecht (1992)). Derartige Effekte auf den 
Haushalt phenolischer Inhaltsstof f e werden als ursachlich fur die 
Nebenwirkung von Prohexadion-Ca gegen Feuerbrand angegeben (Rade- 

25 macher, W et al., Prohexadione-Ca - a new plant growth regulator 
for apple with interesting biochemical features. Poster auf dem 
25ti^ Annual Meeting of the Plant Growth Regulation Society of Ame- 
rica, 7.-10. Juli 1998, Chicago). A. Lux-Endrich (Dissertation 
Technische Universitat Munchen in Wei hens tephan, 1998) findet im 

30 Verlauf ihrer Dntersuchxingen zum Wirkmechanismus von Prohexadion- 
Ca gegen Feuerbrand, daB es in Zellkulturen von Apfel durch Pro- 
hexadion-Ca zu einer mehrfachen Erhohung des Gehaltes an 
phenolischen Substanzen kommt und daB dabei eine Reihe von sonst 
nicht vorhandenen Phenolen auftritt. Im Rahmen dieser Untersu- 

35 chungen wurde weiterhin* gefxmden, daB unter dem EinfluB von Pro- 
hexadion-Ca relativ hohe Mengen von Luteolif lavan und Eriodyctioi 
in SproBgewebe von Apfel auftreten. Luteolif lavan kommt in Apfel- 
gewebe normalerweise nicht vor und Eriodyctioi tritt als Inter - 
mediat des Flavonoidstof fwechseis nur in geringen Mengen auf. Die 

40 zu erwartenden Flavonoide Catechin und Cyanidin waren im behan- 
delten Gewebe jedoch nicht nachweisbar Oder traten nur in deut- 
lich reduzierten Mengen auf (S. Rommelt et al, Vortrag 8^^ inter- 
national Workshop on Fire Blight, Kusadasi, Turkei, 12.-15. Okto- 
ber 1998). 

45. 
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o 

Es kann als gesichert gelten, daB Prohexadion-Ca, Trinexapac- 
ethyl und andere Acylcyclohexadione 2-Oxoglutarsaure-abhangige 
Hydroxylasen inhibieren, die im Stof fwechsel phenolischer Sub- 
stanzen von Bedeutiing sind. Dabei handelt es sich primSr um Chal- 
5 consynthetase (CHS) und urn Flavanon-3-hydroxylase (F3H) (W. 
Heller und G. Forkmann, Biosynthesis, in: The Flavonoids, Har- 
bome, JB (ed.). Chapman and Hall, New York, 1988), Es kann je- 
doch nicht ausgeschlossen werden, daB Acylcyclohexadione auch 
weitere, bislang unbekannte, 2-Oxoglutarsaure-abhangige Hydroxy- 

10 lasen hemmen. Es durf te ferner naheliegend sein, daB ein Mangel 
an Catechin, Cyanidin oder anderen Endprodukten der Flavonoid- 
synthese von der Pf lanze regis triert wird iind daB Tiber einen 
Feedback-Mechanismus die Aktivitat des Schlusselenzyms Phenylala- 
ninarnmoniumlyase (PAL) erhdht wird. Durch die weiterhin existie- 

15 rende Hemmung von CHS und F3H konnen diese Flavonoid-Endprodukte 
jedoch nicht gebildet werden, und es kommt zu einer vermehrten 
Bildung von Luteolif lavan, Eriodyctiol und anderer Phenole (Ab- 
bildung 1) . 

20 Aufgabe der Erfindung war es ein kostengunstiges, einf aches Ver- 
fahren zu entwickeln, um den Gehalt an . Flavonoiden und 
phenolischen Verbindungen in Pflanzen zu erhohen und um deren ge- 
sundheitsf6rdemden Eigenschaf ten zu verbessem, 

25 Die Aufgabe konnte uberraschenderweise durch Behandlung der 
Pf lanzen mit den wachstumsregulierenden Verbindungen aus der 
Gruppe der Acylcyclohexadione (I) 



30 




35 und vor allem mit den Verbindxmgen Prohexadion-Ca (II) 



40 




(II) 



45 
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und Trihexapac- ethyl (III) 



OH 



5 




(III) 



erreicht werden. 

10 

Durch die Behandlung der Pflanzen mit den Acylcyclohexadionen der 
Formel (I) , Prohexadion-Ca(II) und Trinexapac- ethyl (III) k6nnen 
die Flavonoide Eriodictyol, Proanthocyanidine, die am C-Atom 3 
mit Wasserstoff substituiert sind, z.B. Luteoforol, Luteolifla- 
15 van, Apigenif lavan und Tricetif lavan, sowie homogene und hetero- 
gene Oligomere und Polymere aus den genannten und strukturell 
verwandten Substanzen vermehrt gebildet werden. 

Erhohte Konzentrationen der Phenole Hydroxyzimtsaure (p-Cumar- 
20 saure, Ferulasaure, Sinapinsaure) , SalicylsSure Oder Umbellife- 
ron, einschlieBlich der aus ihnen gebildeten homogenen und hete- 
rogenen Oligomere und Polymere k6nnen nach Applikation der 
Verbindungen Acylcyclohexadion der Formel (I), Prohexadion-Ca{II) 
und Trihexapac-ethyl(Ill) auf Pflanzen festgestellt werden. 

25 

Durch die Behandlung der Pflanzen mit den Acylcyclohexadionen der 
Formel (I), Prohexadion-Ca (II) und Trinexapac- ethyl (III) wird 
auch die Konzentration der Glykoside der Flavonoide, der 
phenolischen Verbindungen, der Chalcone und der Stilbene in den 
30 Pflanzen erhdht. 

Prohexadion-Ca, Trinexapac-ethyl und verwandte Verbindungen grei- 
fen auch in weitere Stof fwechselreaktionen ein, bei denen bislang 
allenfalls vermutet werden kann, daB 2-Oxoglutarat-abhangige Dio- 
35 xygenasen beteiligt sind. 

Als weitere zusatzlich positive Wirkung bei der Gewinnung von 
Praparaten aus hoheren Pflanzen mit verbesserter heilender, ge- 
sundheitsfSrdemder oder stSrkender Wirkung ist zu vermerken, daB 
40 sich aufgriind der wachstumsregulierenden Wirkung von Prohexadion- 
Ca, Trinexapac-ethyl oder verwandter Acylcyclohexandione ein Kon- 
zentrierungsef fekt der relevanten Inhaltsstof f e im biologischen 
Material ergibt. 

45 Das erf indungsgemSBe Verfahren zur Erhohung des Gehalts an Flavo- 
noiden und phenolischen Inhaltsstof fen durch Behandlung der 
Pflanzen mit Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyclohexadione 
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der Formel I, speziell Prohexadion-Ca Oder Trinexapac- ethyl, kann 
erfolgreich bei folgenden Pflanzen angewendet werden, wobei auch 
Pf lanzen, die nicht genannt sine, erfolgreich behandelt werden 
konnen: Weinrebe, Kirsche, Pflaume, Schlehe, Blaubeere, Erdbeere, 
5 Zitrusfruchte (wie Orange, Grapefruit), Papaya, Rotkohl, Broc- 
coli, Rosenkohl, Grunkohl, Karorte, Petersilie, Sellerie, Zwie- 
beln, Knoblauch, Tee, Kaffee, Kakao, Mate, Hopfen, Soja, Raps, 
Hafer, Weizen, Roggen, Aronia melanocarpa. Ginkgo biloba. 

10 Pflanzen, die mit Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyclohexa- 
dione, speziell Prohexadion-Ca Oder Trihexapac- ethyl, behandelt 
wurden zur Steigerung des Gehalces an Flavonoiden und 
phenolischen Verbindungen, Oder von Teilen dieser Pflanzen oder 
aus ihnen hergestellte Produkte (Safte, Tees, Extrakte, Fermenta- 

15 tionsprodukte und -ruckstande) konnen zur Herstellung von heilen- 
den, gesundheitsfordernden oder starkenden Mitteln fur Mensch und 
Tier sowie von Kosmetika verwendet werden. 

Aus den erf indungsgemaS behandelcen Pflanzen konnen auch Mittel 
20 hergestellt werden, die dadurch gekennzeichnet sind, dafl Trauben 
von roten Welnreben gewonnen und verarbeitet werden, deren Antho- 
cyanbildung durch Behandlung miz Acylcyclohexadionen wie Prohexa- 
dion-Ca oder Trinexapac- ethyl ganz oder teilweise unterbunden 
worden ist und die sich daher durch einen qualitativ und guanti- 
25 tativ erhohten Gehalt an Flavonoiden und anderen phenolischen 
Inhaltsstof f en auszeichnen. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daS unter dem EinfluB von mit 
Acylcyclohexadionen der Formel I, Prohexadion-Ca oder Trihexapac- 
30 ethyl behandelten Pflanzen oder von Teilen ,dieser Pflanzen oder 
aus ihnen hergestellter Produkte (Tees, Extrakte, Fermentations- 
produkte, Safte etc.) 

(1) die Antioxidative Kapazitat in vitro (Electron Spin Resonance 
35 (ESR) , LDL-Oxidation, Total Antioxidant Capacity, NO-Scaven- 

ging) verbessert wird; 

(2) eine modulierende Wirkung auf Enzyme, vor allem Enzyme der 
Signal transdukt ion (Proteinkinase C, Tyrosin-Proteinkinase, 

40 Phosphatidyl inositol-3 -Kinase.) auftritt; 

(3) eine Modulation redoxsensitiver Transkriptionsf aktoren (NF- 
kB, AP-1) in Endothelzellen, Lymphocyten und glatten Muskel- 
zellen induziert wird; 

45 
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(4) die Regulation der Genexpression von Targetgenen involviert 
in die Pathogenese inf lammatorischer Erkrankungen (Cytokine 
IL-1 imd IL-8, macrophage chemoattractant protein 1 (MCP-1), 
Adhesionsf aktoren ICAM-1 und VCAM-1) moduliert wird; 

5 

(5) eine antiaggregatorische Wirkung induziert wird; 

(6) die Cholesterinsynthese in Hepatocyten gehemmt wird; 
10 (7) antiprolif erative/antineoplastische Effekte bestehen. 

Beispiel 1 

Steigerung des Gehaltes an Eriodictyol und Luteolif lavan an jun- 
15 gen ApfelblSttern nach Behandlung mit Prohexadion-Ca 

Apf elpf lanzen der Sorte "Weirouge" wurden unter Klimakammer-Be- 
dingungen kultiviert und mit 250 ppm an Prohexadion-Ca (formu- 
liert als BAS 125 10 w = 10 %iges benetzbares Granulat) bis 

20 tropfnafi behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Behand- 
lung wurde von den einzelnen Trieben das jeweils jungste vol lent - 
wickelte Blatt geemtet. Die gef riergetrockneten und gemorserten 
Blatter wurden mit Methanol extrahiert. Aus dem konz en trier ten 
Extrakt wurden Flavonoide und verwandte Verbindungen durch HPLC 

25 analysiert. Die Auftrennung erfolgte dabei an Hypersil ODS (3 (im 
Partikelgr66e) auf einer SSule von 250 x 4 mm. Die Elution er- 
folgte bei einer Fliefirate von 0,5 ml pro Minute, wobei 
Mischungen aus AmeisensSure (5 %ig in Wasser) und Methanol, 
schrittweise im VerhSltnis von 95 : 5 bis 10 : 90 (v/v) gestei- 

30 gert, verwendet wurden. Phenolische Sauren xxnd Flavonole wurden 
bei 280 nm detektiert. Flavan-3-ole wurden nach NachsSulenderiva- 
tisierung mit p-Dimethylaminozimtaldehyd bei 640 nm bestimmt. Me- 
thodische Details bei Treutter et al, (1994) , Journal of 
Chromatography A 667, 290 - 297, 

35 

Das Ergebnis ist in folgender. Tabelle dargestellt: 

Blatter, die mit Prohexadion-Ca behandelt wurden zeigen eine 
deutliche Erh6hung der Eriodictyol-Konzentration nach 12 bzw. 21 
40 Tagen. 
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Behandlung 


Eriodictyol 
[9/kg Trockenmasse] 


liUteoliflavan 
[g/kg Trockenmasse] 




1^ Tage n. 
Beh. 


21 Tage n. 
Beh. 


12 Tage n. 
Beh. 


21 Tage n. 
Beh. 


Kontrolle 


0 


1 


0 


70 


250 ppm 

Prohexadion- 

Ca 


17 


27 


0 


34 



10 Beispiel 2 

Herstellung von Probenmateri alien aus behandelten und unbe- 
handelten Dorn£elder*Trauben 

15 Rebstocke der Sorte "Dornf elder" wurden zweimal zu verschiedenen 
Zeitpunkten mit der Forraulierung HAS 125 lOW, enthaltend Prohexa- 
dion-Ca behandelt. Je Behandlxing wurden 1000 g Prohexadion-Ca in 
1000 1 Spritzbruhe pro ha appliziert. 

20 Die 1- Ausbringung erfolgte im Entwicklungstadium 73 noch vor Be- 
ginn der Beerenausf Srbung, die 2, Ausbringung 10 Tage spSter, 

Bei der Emte wiesen die unbehcuidelten und die behandelten Trau- 
ben einer Shnlichen Reifegrad auf • Kontrolle unbehandelt: 69^C Oe; 
25 7,3 g/1 saurebehandelt: 670 oe; 7,4 g/1 SSure. 

Die behandelten Trauben waren geringer pigmentiert. Geschraacklich 
war kein Unterschied feststellbar . 

30 Der Weinausbau erfolgte nach gSngigen Methoden als Rotwein, d.h. 
zur besseren Pigmentextraktion stand der Most ISngere Zeit auf 
der Maische. 

Nach Gefriertrocknung des trubungsf reien Weins wurden aus 100 ml 
35 unbehandeltem Wein ca- 2,5 g sirupartiger Ruckstand und aus dem 
mit Prohexadion-Ca behandelten Rebstdcken gewonnenen Wein ca, 2,1 
g sirupartiger Ruckstand gewonnen* 

Beispiel 3 

40 

Hemmung der Cholesterinbiosynthese in Kulturen primarer Rattenhe- 
patocyten durch Prohexadion-Ca behandelten Domf elder Wein 
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Herstellung der Staitimlosungen 

Vom Lyophilisat der unbehandelten und behandelten Domf elder 
Weine vmrde eine Menge zwischen- 10 und 20 mg exakt abgewogen und 
5 mit soviel DMSO versetzt, daB eine Stammlosung von 10 mM Gesamt- 
flavonoide entstand. Von diesen Stammlosungen wurden unmittelbar 
vor Testbeginn Verdunnungen im Kulturmedium hergestellt. Die Ver- 
diinnungen erfolgten in lOer Schritten zwischen 10*-* und 10"^ 

10 Herstellung der Hepatocytenkulturen 

PrimSre Hepatocyten wurden aus den Lebern von mannlichen Spraque- 
Dawley Ratten (240-290 g) mittels Collagenase-Perfusion gewonnen 
(Gebhardt.et al., Arzneimittel-Forschung/Drug Res. 41: 800 -804 

15 (1991) 1990) . Die Kultivierung erfolgte in Collagen-beschichteten 
Petrischalen (6-well Plates, Greiner, Nurtingen) mit einer Zell- 
dichte von 125.000 Zellen/cm2 in Williams Medium E mit 10 % 
Kaiber serum. NShere Angaben insbesondere zum Kulturmedium finden 
sich bei Gebhardt et al.. Cell Biol. Toxicol. 6: 369 - 372 

20 (1990) und Mewes et al.. Cancer Res. 53: 5135 - 5142 (1993)- Die 
Kulturen wurden nach 2 h auf serum-freies Medium mit Zusatz von 
0,1 \M Insulin gewechselt. Sie wurden nach weiteren 20 h fur die 
Versuche eingesetzt. Die Testsubstanzen wurden in je drei unab- 
hangigen Kulturen von 2-3 Ratten getestet. 

25 

Inkubation der Leberzellkulturen mit den Testsubstanzen 



Fiir den Nachweis einer Beeinf lussung der Cholesterin-Biosynthese 
durch die Testsubstanzen wurden die Hepatocytenkuturen insgesamt 
30 fur 22 h gehalten. Anschliefiend wurde mit serum-freiem Williams 
Medium E unter Zusatz von ^^C-Acetat (nur Tracermengen) fur 2 h 
mit den Testsubstanzen in den angegebenen Konzentrationen 
inkubiert. Bei jeder Testserie wurde eine Kontrolle mitgefiihrt. 
. Die Methodik ist bei Gebhardt (1991) und Gebhardt, Lipids 28: 613 
35 -619 (1993) detailliert beschrieben. Die Tracermengen von ^^C-Ace- 
tat tauschen schnell mit dem intrazellulSren Acetyl-CoA Pool aus 
und ermdglichen deshalb eine stfirungsf reie Bestimmung des Einbaus 
von "C-Acetat in die Sterolfraktion, die zu >90 % aus Cholesterin 
besteht (Gebhardt,. 1993). 

40 

Analytik zur Beeinf lussung der Cholesterin-Biosynthese 

Der Einbau von ^^C-Acetat in die Sterolfraktion (nicht-verseifbare 
Lipide) wurde nach Gebhardt (1991) gemessen. Bei der verwendeten 
45 Extraktion mittels Extrelut®-saulen (Merck, Darmstadt) wird das 
^^C-Acetat (und daraus in geringer Menge entstehende andere 
niedermolekulare Metabolite) zu mehr als 95 % abgetrennt. Dieser 
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Test kann vergleichende Angaben fiber die relative Syntheserate 
von Cholesterin und Vorlauf er-Sterolen unter dem Einf luss von 
Testsiibstanzen machen (Gebhardt, 1993) . 

5 Visuelle und mikrobielle Uberprufiing der QualitSt der Hepatocy- 
tenkulturen 

Alle verwendeten Kulturen wurden vor und nach der Testinkubation 
visuell am Mikroskop auf Kontamination mit Mikroorganismen und 
10 auf die IntegritSt der Zellmonolayer uberpruft. Bel keiner der 
Proben wurde eine efkennbare VerSnderung der Zellmorphologie 
( insbesondere bei den h6heren Konzentrationen) beobachtet. Dies 
schlieflt eine Beeinf lussixng der Testergebnisse durch zytotoxische 
Wirkungen der Testsubstanzen weitgehend aus. 

15 

Die bei alien Kulturen routinemSfiig durchgefuhrten SterilitSt- 
stests ergaben keinerlei Hinweise auf eine Kontamination mit Mi- 
kroorganismen. 

20 Ergebnisse 

Der unbehandelte Domfelder Wein zeigte keinerlei Wirkungen auf 
die Cholesterinbiosynthese. Dagegen wurde die Cholesterinsynthese 
durch Proben von mit Prohexadion-Ca behandelten Rebst6cken herge- 
25 stelltem Wein signifikant inhibiert. Bei einer Konzentration von 
10-5 M betrug die Hemrawirkung ca. 60 % und bei 10-4 m annShemd 
100 %• 

Beispiel 4 

30 

Ef fekt von Prohexadion-Ca-behandeltem Weinextrakt (P-Ca) auf die 
Destruktion von Tumorzellen 

Konfluente murine Leukamiezellen (RAW 264.7) und normale Makro- 
35 phagen aus dem Peritoneum von Ratten wurden in mit foetalem 

KSlberserum supplement ier tern DMEM-Medium kultiviert, Extrakte von 
xinbehandeltem und mit Prohexadion-Ca behandeltem Wein wurden bis 
zu einer Dosierung von 200 jig/mL dem Kulturmedium zugesetzt. In 
Parallelexperimenten wurden 10, 25 und 50 jig/mL Weinextrakt ge- 
40 meinsam mit 100 (iM H2O2 inkubiert. 

Weinextrakt von mit Prohexadion-Ca-behandeltem Wein hatte per se 
bis 2u einer Dosierung von 200 jig/mL keinen cytotoxischen Ef fekt 
auf die untersuchten Zellkulturen. Jedoch verstSrkte Prohexadion- 
45 Ca-behandelter Extrakt nach Zugabe von H2O2 dosisabhSngig den 
Zelltod der Tumorzellen (RAW 264.7). Dies wird in Abbildung 2 
durch die Zunahme des cytosolischen Enzyms Lactatdehydrogenase 
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(LDH) im Kulturmedium dokumentiert . Keine Erhohung der cytotoxi- 
schen Wirkung von H2O2 ::rat bei den nicht-transf ormierten Makro- 
phagen auf . Bei der Tumorzellinie trat eine Akkumulation des Pro- 
teins vom Tumor suppressor gen p53 im Cytoplasma auf , siehe Abbil- 
5 dung 3. 

Prohexadion-behandelter Weinextrakt erhoht die HaOs-induzierte Cy- 
totoxizitSt von LeukSmiezellen, ist aber nicht bei normalen Ma- 
krophagen wirksam, Dieser fur Tumor zellen spezifische Effekt 
10 tritt auch bei Cytostatika auf , die uber verraehrten oxidativen 
Stress wirken (z.B. Anthracycline) • Der Mechanismus von Prohexa- 
dion-Ca-behandeltem Weinextrakt ist p53-abhangig. 

Beispiel 5 

15 

Effekt von Prohexadion-Ca-behandeltem Weinextrakt auf die NF-kB- 
Aktivierung in Endothel zellen 

Die Untersuchung wurde in Cokulturen aus Makrophagen (RAW 264,7) 
20 und Endothelzellen (ECV 304) durchgef uhrt . Dem Kulturmedium der 
Endothelzellen wurde humanes LDL (Lipoproteine niedriger Dichte) 
\ind ruhende bzw. Interferon-y (IFN-y) -aktivierte (10 U/roL) Makro- 
phagen zugegeben, Nach 16 h Inkubation wurde die nukleSre 
Proteinf raktion abgetrennt und in elektrophoretischen Mobility 
25 Shift Assays die DNA-Bindung (Aktivierung) des redoxsensitiven 
Transkiptionsfaktors NF-kB bestimmt. 

Der basale Gehalt in den ruhenden Endothelzellen war typischer- 
weise gering, siehe Abbildung 4« Die Zugaibe von LDL hatte eine 
30 Aktivierung des NF-kB zur Folge, die bei aktivierten Makrophagen 
hdher war als bei den ruhenden. Dies entspricht einer physiologi- 
schen Oxidation der LDL bei der Atherogenese . Durch die Inkuba- 
tion mit Prohexadion-Ca-behandeltem Weinextrakt war die NF-KB-Ak- 
tivierung in alien FSllen erhdht. 

35 

Das verwendete Zellkulturmodell ist sehr gut geeignet, die patho- 
physiologischen/ inf lammatorischen Bedingungen in der fruhen 
Phase der Atherosklerose zu beschreiben. Durch den Prohexadion- 
Ca-behandelten Weinextrakt wird die NF-icB-Aktivierung verstSrkt. 
40 Dies kommt der Wirkung eines Biological Response Modifiers 

gleich; d.h. die Zellantwort auf ein pathophysiologiscbes Signal 
wird im posit iven Sinne verstSrkt, 



45 



wo 00/78143 



14 



PCT/EPOO/05258 



PatentanspriAche 

1. Verfahren zur Erhohung des -Gehalts an Flavonoiden und 
5 phenolischen Inhaltsstof f en in Pf lanzen, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Pf lanze mit wachstumsregulierenden Acylcyclohe- 
xadionen der Formel I behandelt werden, 
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15 



20 



2. 
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30 



wobei R insbesondere fur Wasserstoff , eine CiyCs-Alkyl-, 
Ci-Ce-Haloalkyl-, C2-Cio-Alkylthioalkyl- Oder Phenylgruppe 
(substituiert Oder unsubstituiert) und R' fur Wasserstoff , 
eine Cl-C6-Alkyl-, C3-C6-Cycloalkyl- , Benzyl- (substituiert 
Oder unsubstituiert) , Phenylethyl-, Phenoxyethyl-, 2-Tliienyl- 
methyl-, Alkoxymethyl- oder Alkylthiomethylgruppe steht sowie 
geeignete Salze dieser Verbindungen. 

Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem die Erhdhung durch Be- 
handlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexadion-Ca {II) und/ 
Oder Trinexapac-ethyl(lll) hervorgeruf en warden. 




Ca 



(II) 



35 



40 



OH 



(III) 



3. Verfahren gemaa den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi es sich bei den Pflanzen um Weinrebe, Kirsche, 
Pflaiune, Schlehe, Blavibeere, Erdbeere, Zitrusfruchte (wie 
Orange, Grapefruit), Papaya, Rotkohl, Broccoli, Rosenkohl, 
45 Grflnkohl, Karotte, Petersilie, Sellerie, Zwiebeln, Knoblauch, 
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Tee, Kaffee, Kakao, Mate, Hopfen, Soja, Raps, Hafer, Weizen, 
Roggen, Aronia melanocarpa, Ginkgo blloba handelt. 



4. Verwendung von Pflanzen gemafi Anspruch 3 oder von Teilen die 
5 ser Pflanzen oder aus ihnen hergestellte Produkte (Safte, 

Tees, Extrakte, Fermentationsprodukte und -riickstande) zur 
Herstellung von heilenden, gesundheitsf ordernden oder star- 
kenden Mitteln fiir Mensch und Tier sowie von Kosmetika. 



10 5. Mittel, hergestellt nach Verfahren gemaB den Anspriichen 1 - 
3, dadurch gekennzeichnet , daB Trauben von roten Weinreben 
gewonnen und verarbeitet werden, deren Anthocyanbildung durch 
Behandlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexadion-Ca oder 
Trinexapac-ethyl ganz oder teilweise unterbunden worden isz 

15 und die sich daher durch einen qualitativ und quantitativ er- 

hohten Gehalt an Flavonoiden und anderen phenolischen 
Inhaltsstof f en auszeichnen. 



6. Mittel gemafi Anspruch 5, bei denen es sich um Trauben oder 
20 Traubenteile, aus ihnen gewonnene SSfte, Weine oder PreBruck- 

stande handelt oder um Extrakte aus den vorgenannten Traxiben, 
Traubenteilen oder Traubenprodukten, 
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Fig. 1 




Cyanidine m ^OS^^^'SfS^^'^^ 

35 



40 



45 



wo 00/78143 
Fig. 2 



2/4 



PCT/EPOO/05258 



10 



0) 

0) 
N 

O 

E 

3 



CO 

O 





































^ 



Si 



I 1 1 1 — 

O Ip O lO o 

o 1^ m c\j 



(ei|OJiuo>| jap u!) 
ujn!pa|/\| aij HOT 



45 



wo 00/78143 

^3 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



N 



c 

DA 



s 



4/4 



a 
o 



2 



PCT/EPOO/05258 



^ f»< 1 



+ 



e U _ 

Cii4 M M 

11 II II 

^ r< m 











< 








C 






+ + 

• 1 


age 














< J 


o 






+ + + 


u 








OS 






'p 


§ 




S 


OJU OIU OJU 






=L =1. zL 


ierti 


+ 


< 

+ 


«r) IT) m 






CQ C8 

U (J u 

1 1 1 








fr( On fi-i 


+ 


+ 


+ 


+ + + 


U 


u u 


u u u 








U Ci^ Ca^ 


II 


II 


H 


II II II 


rr 


If) 




00 On 



45 




